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Role of morphological changes in the virulence of Cryptococcus neoformans 
 
Introduction 
 
Cryptococcosisis is an infectious disease caused by yeasts from the gender Cryptococcus, being C. 
neoformans and C. gattii the species more offenly isolated. Cryptococcus neoformans is a 
cosmopolitan environmental pathogen of major concern among HIV patients which has a significant 
incidence in developing areas. Cryptococcus neoformans blastoconidia or desiccated spores are 
inhaled and can cause pneumonia and meningitis in immunosuppressed individuals. Its sibling 
species, Cryptococcus gattii, is more restricted to tropical areas and infects principally 
immunocompetent individuals and causes mainly pneumonia. Cryptococcus interaction with the 
host has been widely studied for its capacity to modulate the immune response, replicate within 
macrophages, disseminate from the lungs to the central nervous system, and/or stay in a latent 
state for years. The main cryptococcal virulence factors are a polysaccharide capsule and melanin 
accumulation, although this yeast has also other traits, such as urease and phospholipases that 
confer adaptation to the host.  
Morphogenesis is a common feature among fungal pathogens. Cryptococcus neoformans does not 
form filaments nor pseudohyphae. However, during infection, this yeast undergoes cellular changes 
which result in the appearance of different cellular types. These changes are: 1) Capsule 
enlargement; and 2) Significant growth of the whole cell, which leads to the formation of 
“Giant/Titan” cells. However, the molecular mechanisms involved in the regulation of these 
processes are not known. 
 
Objectives 
The main objective of this thesis was to investigate the role of morphogenesis (capsule growth and 
giant cells formation) in Cryptococcus. For this purpose, we have used different types of host 
models. In addition to classical murine models, we have also established the use of Galleria 
mellonella model to investigate cryptococcal morphogenesis. We have also tried to identify genes 
and the molecular mechanisms that regulate these morphological transitions. In particular, we have 
pursued the following specific objectives: 
 
1.- To use the non vertebrate model Galleria mellonella to study C. neoformans morphogenesis 
during infection.  
2.- To identify possible novel genes involved in capsule biosynthesis or enlargement and the 
possible relationship between cell cycle progression and this phenomenon. 
3.- To characterize phenotypically the formation of giant/titan cells in C. neoformans and C. gattii 
4.- To study the role and importance of giant cells formation for the host 
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Results 
To study the role of morphogenesis in Cryptococcus during infection, we have followed different 
lines that will be summarized in the following sections: 
1.- Capsule enlargement 
Cryptococcus neoformans can infect and cause disease to the lepidopteran Galleria mellonella in a 
dose dependent manner. In this infection model, C. neoformans produced similar morphological 
changes to those observed in mice, such as capsule enlargement. The capsule of C. neoformans 
suffered rearrangements during infection in G. mellonella and polar lipids from the larvae seemed to 
play a role in enhancing capsule enlargement. 
The molecular mechanisms involved in this process are not known. To identify new genes involved 
in capsule enlargement, a genomic approach was carried out. In particular, we looked for genes that 
were unique in C. neoformans and (not present in other fungi), because we argue that since the 
capsule is a unique structure in Cryptococcus, there must be genes involved in its synthesis that are 
only present in this yeast. We also looked for genes which had coevolved with already known 
capsule genes such as CAP genes, since genes that are involved in the same pathway tend to 
evolve similarly. A total of 33 mutants of the corresponding genes were obtained from an ATCC 
knock out collection of Cryptococcus neoformans available at our laboratory. All mutants selected 
were able to grow at 37ºC and produce melanin in L-DOPA medium. Capsule enlargement defects 
were found in 14 of them and a correlation with decreased virulence in G. mellonella could be 
established for some of them. 
As an alternative approach, we hypothesized that capsule enlargement is regulated by the cell cycle 
for the following reasons: 1) During capsule growth there is a correlation between capsule size and 
cell body size, so we believe that factors that regulate the cell body size, which occurs in G1, also 
regulate capsule size; and 2) we argue that capsule enlargement stops during G2/M because in 
these phases, the accumulation of new polysaccharide at the capsule might interfere with the 
emergence and separation of the bud from the mother cells. For these reasons we believe that 
capsule enlargement occurs mainly in G1 phase of the cycle. Therefore, we investigated capsular 
phenotypes in a cln1 mutant and in the reconstituted strain. This mutant lacks a G1/S cyclin, and for 
this reason, it presents an abnormal elongated G1 phase. Besides, this mutant exhibited enhanced 
capsule growth, suggesting that factors that elongate G1 phase result in stronger capsule induction. 
Furthermore, cln1 mutant was unable to produce melanin and lacked laccase activity, which 
suggests that cell cycle regulatory proteins play a role in modulating the expression of the main 
virulence factors in Cryptococcus. 
 
2.- Giant cell formation  
Cyptococcus neoformans and C. gattii were able to form giant cells during infection both in mice 
and in larvae of G. mellonella. Giant cell formation involved not only capsule enlargement but 
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growth of the whole cell including the cell body. Giant cells were phenotypically different to cells 
grown in vitro. Although macrophages were unable to phagocytose giant cells, these yeasts were 
recognized and induce cytokine production. Furthermore, we used G. mellonella to assess giant cell 
virulence and found out that they were capable of producing infection and generate a progeny of 
regular size.  
Cryptococcus gattii was more efficient in forming giant cells than C. neoformans. Besides, C. 
neoformans and C. gattii have developed different strategies to form giant cells during infection in 
mice. Giant cells from C. neoformans involve an increase botn in cell body size and in capsule size. 
In contrast, C. gattii giant cells involve no significant increase in cell body size but only an increase 
in capsule size. 
 
Discussion 
 
1. Capsule enlargement 
Our results suggest that morphological changes are a key feature of the virulence of Cryptococcus. 
Capsule enlargement occurs both in G. mellonella and in mice, which suggests that Cryptococcus 
has acquired this virulence trait from the interaction with environmental hosts. 
Despite Cryptococcus capsule has been widely studied due to its capacity to modulate the host 
immune response, the molecular mechanisms involved in capsule enlargement are not known. Our 
strategy to identify possible new genes involved in this process gave us a list of candidates which 
showed capsule enlargement defects and/or reduced virulence in the G. mellonella model. 
However, the mutants of these proteins deserve further studies to investigate their role in capsule 
enlargement process.  
As an alternative approach, we studied capsular phenotypes in cell cycle regulators mutants. We 
demonstrated that capsule enlargement occurs mainly in G1 phase. Our results indicate that factors 
that regulate cell size during G1 (i.e. the TOR pathway) are also involved in the regulation of 
capsule enlargement. Moreover, our findings also suggest that progression through the cell cycle is 
not only under the control of the cell body size, but also of capsule size in C. neoformans.  
Besides, cln1 was unable to produce melanin in L-DOPA medium, which means that this particular 
cyclin, serves as a regulator of the expression of the two main virulence factors in C. neoformans. 
 
2. Giant cell formation 
Giant cell formation poses a major problem for the immune system by virtue of its size. Giant cell 
formation occurs both in G. mellonella and mice, which suggests that it contributes to the survival of 
Cryptococcus in different hosts. Giant cells are not phagocytosed by macrophages; however they 
are recognized and induce the production of cytokines by macrophages, which could lead to an 
exacerbation of the host response. Besides, giant cell formation is different in C. neoformans and C. 
  16 
gattii. In mice, C. neoformans forms giant cells by enlarging both cell body and capsule in a 
proportional way. In contrast, C. gattii seems to have developed a strategy to produce giant cells 
mainly by the addition of new polysaccharide to the capsule, leading to giant cells with a small cell 
body and a thick capsule of polysaccharide. These differences could explain the differences 
observed in the epidemiology and the type of disease they cause. We believe that C. gattii giant 
cells must be more difficult to eliminate due to the higher amount of polysaccharide present in the 
cells, and thus, it can infect immunocompetent host. Besides, the differences observed in the 
efficiency in forming giant cells between C. neoformans and C. gattii also correlates with the type of 
disease suffered. While C. neoformans usually disseminates to the central nervous system, the 
higher efficiency in forming giant cells of C. gattii explains why this pathogen causes mainly 
pneumonia and difficults the dissemination to other organs. 
 
To summarize, morphogenesis in fungi not only comprises the transition between yeast forms to 
hyphae. Cryptococcus undergoes a complex morphological program during infection, including 
capsule enlargement and the formation of giant cells, which results in the appearance of multiple 
types of yeast cells that contribute to immune evasion and persistence in the host. For that reason, 
we believe that our work significantly contributes to understand the pathogenesis of Cryptococcus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  17 
 
Papel de los cambios morfológicos en la virulencia de Cryptococcus neoformans 
 
Introducción 
La criptococosis es una enfermedad causada por levaduras del género Cryptococcus, siendo C. 
neoformans y C. gattii las especies que con mayor frecuencia causan esta enfermedad. 
Cryptococcus neoformans es un patógeno ambiental cosmopolita que afecta principalmente a 
pacientes VIH y que tiene una incidencia importante en los países en vías de desarrollo. Las 
blastoconidias o esporas disecadas de Cryptococcus neoformans son inhaladas y pueden causar 
neumonía y meningitis en individuos inmunodeprimidos. Cryptococcus gattii está más restringido a 
áreas tropicales y afecta principalmente a individuos inmunocompetentes, causando neumonía en 
la mayoría de los casos. La interacción de Cryptococcus con el huésped ha sido ampliamente 
estudiada debido a su capacidad para inmunomodular la respuesta inmune, replicarse en el interior 
de los macrófagos, diseminar desde los pulmones al sistema nervioso central, y/o permanecer en 
estado latente durante años. Los principales factores de virulencia de Cryptococcus son una 
cápsula de polisacárido y la capacidad para acumular melanina, aunque esta levadura presenta 
otros rasgos, como la producción de ureasa y fosfolipasas que le confieren ventaja para su 
supervivencia en el huésped. 
La morfogénesis es un rasgo común a muchos hongos patógenos. Cryptococcus no forma hifas ni 
pseudohifas. Sin embargo, durante la infección, esta levadura sufre cambios celulares que resultan 
en la aparición de diferentes tipos de células. Estos cambios son: 1) Crecimiento de la cápsula; y 2) 
Crecimiento global de la células, lo que lleva a la formación de células “gigantes o titanes”. Sin 
embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la regulación de estos procesos no son 
conocidos. 
 
Objetivos 
El principal objetivo de esta tesis fue investigar el papel de la morfogénesis (crecimiento de la 
cápsula y formación de células gigantes) en Cryptococcus. Para ello, hemos utilizado distintos 
modelos de huésped. A parte del modelo clásico de huésped de ratón, hemos puesto a punto el 
uso de Galleria mellonella para investigar la morfogénesis de Cryptococcus. Hemos tratado 
también de identificar genes y los mecanismos moleculares que regulan estas transiciones 
morfológicas. En concreto, hemos perseguido los siguientes objetivos: 
1.- Usar el modelo no vertebrado Galleria mellonella para estudiar la morfogénesis de C. 
neoformans durante la infección. 
2.- Identificar posibles nuevos genes involucrados en la biosíntesis o en el crecimiento de la 
cápsula y la posible relación entre la progresión del ciclo celular y este fenómeno 
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3.- Caracterizar fenotípicamente la formación de células gigantes/titanes en C. neoformans y en C. 
gattii 
4.- Estudiar el papel y la importancia de la formación de células gigantes para el huésped. 
 
Resultados 
Para estudiar el papel de la morfogénesis de Cryptococcus durante la infección, hemos seguido 
diferentes líneas que se resumirán en las siguientes secciones: 
 
1.- Crecimiento de la cápsula 
Cryptococcus neoformans puede infectar y producir enfermedad en el lepidóptero Galleria 
mellonella dependiendo de la dosis. En este modelo, C. neoformans sufre cambios morfológicos 
similares a los observados durante la infección en ratones, como el crecimiento de la cápsula. La 
cápsula de C. neoformans sufre reorganizaciones durante la infección de G. mellonella y los lípidos 
polares presentes en las larvas parecen estar involucrados en la inducción de este crecimiento 
capsular. 
Los mecanismos moleculares involucrados en este proceso no se conocen. Para identificar nuevos 
genes involucrados en el crecimiento capsular, buscamos genes que fueran únicos en C. 
neoformans (no presentes en otros hongos), ya que pensamos que como la  cápsula es una 
estructura única de Cryptococcus, deben existir genes involucrados en su síntesis que estén 
presentes sólo en esta levadura. También buscamos genes que hubieran co-evolucionado con 
genes ya conocidos involucrados en la cápsula de Cryptococcus como los genes CAP, ya que 
genes involucrados en las mismas rutas suelen evolucionar conjuntamente. Un total de 33 
mutantes de los correspondientes genes seleccionados fueron obtenidos de la colección de 
mutantes de C. neoformans de la ATCC disponible en nuestro laboratorio.  Todos los mutantes 
seleccionados fueron capaces de crecer a 37ºC y producir melanina en medio L-DOPA. 
Encontramos defectos en la capacidad para incrementar el tamaño de la cápsula en 14 de ellos, y 
se pudo establecer una correlación entre defectos en el crecimiento de la cápsula y una virulencia 
disminuida para algunos de ellos. 
Alternativamente, planteamos la hipótesis de que el crecimiento capsular estuviera regulado por el 
ciclo celular por las siguientes razones: 1) Durante el crecimiento capsular hay una correlación 
entre el tamaño de la cápsula y el tamaño del cuerpo celular, de modo que creemos que los 
factores que regulan el crecimiento del cuerpo celular, que ocurre principalmente en G1, también 
regulan el tamaño de la cápsula; y 2) pensamos que el crecimiento de la cápsula se detiene 
durante las fases G2/M, ya que en estas fases, la acumulación de nuevo polisacárido  podría 
interferir con el proceso de gemación. Por estas razones, creemos que el crecimiento capsular 
ocurre principalmente en la fase G1 del ciclo celular. De modo que investigamos fenotipos 
capsulares en el mutante cln1, y en la cepa reconstituida. Este mutante carece de una ciclina G1/S 
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y por esa razón presenta una fase G1 anormalmente larga. Además, este mutante mostró una 
mayor capacidad para incrementar el tamaño de la cápsula, lo que sugería que factores que 
alargan la fase G1 resultan en una inducción mayor del tamaño de la capsula. Más aun, cln1 fue 
incapaz de producir melanina y no presentó actividad lacasa, lo que sugiere que las proteínas que 
regulan el ciclo celular juegan un papel en la regulación de la expresión de los principales factores 
de virulencia de Cryptococcus. 
 
2.-Formación de cedulas gigantes. 
C. neoformans y C. gattii fueron capaces de producir células gigantes durante la infección tanto en 
ratones como en las larvas de G. mellonella. 
La formación de células gigantes consistió no solo en el crecimiento de la capsula sino también en 
el crecimiento total de la célula incluyendo el cuerpo celular. Las células gigantes fueron 
fenotípicamente diferentes de las células cultivadas in vitro. Aunque los macrófagos fueron 
incapaces de fagocitar a las células gigantes, estas levaduras fueron reconocidas e indujeron la 
producción de citoquinas. Más aun, utilizamos el modelo de G. mellonella  para estudiar la 
virulencia de las células gigantes y descubrimos que eran capaces de  producir infección y dar 
lugar a una progenie de cedulas de tamaño regular. 
Cryptococcus gattii produjo mayor proporción de células gigantes durante la infección que C. 
neoformans. Además, las células gigantes de C. neoformans y C. gattii fueron diferentes, ya que a 
diferencia de C. neoformans, las células gigantes de C. gattii no sufrieron un aumento del cuerpo 
celular llamativo, sino que sólo se produjo un aumento del tamaño de la cápsula.  
 
Discusión 
 
1.- Crecimiento de la cápsula 
Nuestros resultados sugieren que los cambios morfológicos son un elemento clave en la virulencia 
de Cryptococcus. El crecimiento de la cápsula ocurre tanto en G. mellonella como en ratones, lo 
que sugiere que Cryptococcus ha adquirido estos rasgos virulentos a través de la interacción con 
huéspedes ambientales. 
A pesar de que la cápsula de Cryptococcus ha sido ampliamente estudiada dada su capacidad 
para modular la respuesta inmune del huésped, los mecanismos moleculares involucrados en el 
crecimiento de la cápsula no son conocidos. Nuestra estrategia para identificar posibles nuevos 
genes involucrados en este proceso nos dio una lista de candidatos que mostraron defectos en la 
capacidad para incrementar el tamaño de la cápsula y/o en la virulencia en G. mellonella. Sin 
embargo, los mutantes de estas proteínas requieren futuros estudios para estudiar el papel de 
estas proteínas en el proceso de crecimiento capsular. 
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Alternativamente, estudiamos fenotipos capsulares en mutantes de reguladores del ciclo celular. 
Demostramos que el crecimiento de la cápsula ocurre principalmente durante la fase G1 del ciclo 
celular. Nuestros resultados indican que factores que regulan el tamaño de la célula durante la fase 
G1 (por ejemplo, la ruta TOR) están también involucrados en la regulación del crecimiento de la 
cápsula. Además, nuestros resultados sugieren que la progresión a través de las distintas fases del 
ciclo celular no está únicamente regulada por el tamaño del cuerpo celular, sino también por el 
tamaño de la cápsula en C. neoformans.  
Además, cln1 fue incapaz de producir melanina en medio L-DOPA, lo que significa que esta ciclina 
en particular, actúa como regulador de la expresión de los dos principales factores de virulencia de 
C. neoformans. 
 
2.- Formación de células gigantes 
La formación de las células gigantes supone un problema para el sistema inmune simplemente 
debido  a su tamaño. La formación de células gigantes ocurre tanto en G. mellonella como en 
ratones, lo que sugiere que este cambio morfológico contribuye a la supervivencia de Cryptococcus 
en el huésped. Las células gigantes no son fagocitadas por los macrófagos; Sin embargo, sí que 
son reconocidas e inducen la producción de citoquinas en los macrófagos, lo que puede llevar a 
una respuesta exagerada del sistema inmune. Además, la formación de células gigantes es 
diferente en C. neoformans y en C. gattii. En ratones, C. neoformans forma células gigantes 
incrementando tanto el tamaño del cuerpo celular como el de la cápsula proporcionalmente. En 
cambio, C. gattii parece haber desarrollado otra estrategia y forma células gigantes principalmente 
mediante la adición de nuevo polisacárido a la cápsula, dando lugar a células gigantes con cuerpos 
celulares pequeños y cápsulas muy grandes y densas. Estas diferencias se correlacionan con la 
distinta epidemiología y enfermedad causadas por estas especies. Pensamos que C. gattii, al 
formar mayor proporción de células gigantes, es más difícil de eliminar, con lo que tiene mayor 
facilidad para infectar a individuos inmunocompetentes. Además, las diferencias en la eficacia de 
formación de células gigantes entre C. neoformans y C. gattii también se correlaciona con el tipo de 
enfermedad que provocan. Mientras que C. neoformans normalmente disemina al sistema nervioso 
central, la mayor eficiencia de C. gattii para formar células gigantes explica porque este patógeno 
produce principalmente neumonía y dificulta la diseminación a otros órganos. 
 
En resumen, la morfogénesis de los hongos no solo consiste en la transición de levadura a hifas. 
Cryptococcus es capaz de inducir un complejo programa morfológico durante la infección, que 
resulta en distintas formas celulares que contribuyen a la evasión del sistema inmune y a la 
supervivencia en el huésped. Por esta razón, pensamos que nuestro trabajo contribuye 
significativamente a la comprensiónde la patogénesis de Cryptococcus. 
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1.- Importancia de las infecciones fúngicas 
 
Los hongos patógenos son una de las causas más frecuentes de infección en humanos. 
Clásicamente, estos hongos han estado asociados a infecciones superficiales (piel y mucosas). Sin 
embargo, en las últimas décadas, se ha producido un aumento significativo en el número de 
infecciones fúngicas oportunistas invasivas, lo cual ha supuesto un cambio conceptual en el campo 
de la micología clínica. Este aumento se debe a la aparición de algunas enfermedades, como el 
sida, pero también a determinados avances médicos.  El desarrollo de las UCIs, la introducción de 
la quimioterapia y corticoterapia, y el uso de implantes quirúrgicos, principalmente catéteres, han 
permitido el tratamiento de un gran número de pacientes que anteriormente no podían tratarse 
(enfermos que han sufrido un trasplante de órgano sólido o de progenitores hematopoyéticos, 
enfermos hematológicos, individuos con quemaduras, enfermos portadores de dispositivos médicos 
como catéteres y neonatos de poco peso) (Azie et al., 2012; Singh, 2001). Pero estas terapias 
también han causado un aumento en el número de pacientes inmunodeprimidos, los cuales son 
susceptibles a desarrollar infecciones oportunistas (Branski et al., 2009; Hazen, 1995; Hsieh et al., 
2012; McNeil et al., 2001; Miceli et al., 2011; Simonsen et al., 1998; Warnock, 2007).  
Las principales enfermedades fúngicas invasoras son la candidiasis, la  aspergilosis y la 
criptococosis.  La mortalidad asociada a estas infecciones es muy alta, y depende de muchos 
factores, como la enfermedad de base, la zona geográfica, el tipo de infección y el tratamiento 
(Erjavec et al., 2009; Miceli y Lee, 2008; Rueping et al., 2009; Warnock, 2007). Además, las 
infecciones fúngicas suponen un alto coste al sistema nacional de salud, ya que se ha estimado 
que incrementan el tratamiento del paciente en 30.000-50.000 euros. Por ello, las infecciones 
fúngicas oportunistas se han convirtiendo en un problema sanitario de primer orden. 
 
2.- Criptococosis y Cryptococcus 
 
La criptococosis es una enfermedad sistémica causada por levaduras del género Cryptococcus, 
perteneciente al grupo de los basidiomicetos. Este género contiene al menos 40 especies, de las 
que Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii son los agentes más frecuentes causantes de 
la criptococosis (Casadevall y Perfect, 1998). La criptococosis tiene varias presentaciones clínicas, 
siendo las más frecuentes la infección pulmonar y la diseminación al sistema nervioso central 
(meningoencefalitis). 
La principal característica fenotípica de C. neoformans y C. gattii es la presencia de una cápsula 
que rodea al cuerpo celular (Benham, 1935). Las células se observan al microscopio como 
levaduras esféricas, con un diámetro que oscila entre 4-9 µm incluyendo la cápsula. Ambas 
especies son microorganismos ambientales, y se encuentran en múltiples nichos, como en los 
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guanos de las palomas, los árboles, los estanques y el suelo, por lo que se piensa que las 
levaduras se adquieren del ambiente por inhalación de esporas (Casadevall and Perfect 1998, 
Velagapudi et al 2009).   
Aunque C. neformans y C. gattii tienen características similares, el tipo de enfermedad y la 
epidemiología son diferentes. A continuación se resumen las principales características de ambas 
especies.   
 
2.1.- Cryptococcus neoformans 
 
Cryptococcus neoformans afecta principalmente a individuos inmunodeprimidos. El principal factor 
de riesgo asociado a este patógeno es el SIDA (Crowe et al., 1991; Currie y Casadevall, 1994). Su 
distribución es cosmopolita (Lazera et al., 2000), y se aisla de múltiples nichos, principalmente del 
guano de paloma y barrizales (Casadevall y Perfect, 1998).  
Aunque todavía no se ha demostrado, se cree que C. neoformans se adquiere por inhalación de 
esporas, por lo que el pulmón es el primer órgano colonizado por este patógeno (Casadevall and 
Perfect 1998, Velagapudi et al 2009). En individuos inmunocompetentes, la infección es controlada 
por el huésped. Sin embargo, en condiciones de inmunosupresión (principalmente aquellas que 
implican un descenso en el número de linfocitos T) puede producirse una infección invasiva que 
conlleva la diseminación por el torrente sanguíneo y el alojamiento en el  sistema nervioso central, 
donde causa meningoencefalitis, resultando fatal si no es tratada adecuadamente (Casadevall and 
Perfect 1998). 
Las infecciones producidas por C. neoformans han sido una importante causa de morbilidad y 
mortalidad en pacientes VIH, ya que entre el 5-10% de los individuos con linfopenia CD4+ 
desarrollaron criptococosis durante las dos últimas décadas del siglo XX (Casadevall y Perfect, 
1998). Aunque la incidencia de la criptococosis ha disminuido significativamente en los países 
desarrollados gracias a la introducción de la terapia antiretroviral de alta actividad (HAART), la 
mortalidad asociada sigue siendo alta (Chottanapund et al., 2007; Dromer et al., 2007; Friedman et 
al., 2005; Jongwutiwes et al., 2007; Lortholary et al., 2006; Mirza et al., 2003). 
En regiones en vías de desarrollo, la incidencia de la criptococosis está lejos de estar controlada, 
estimándose en 720.000 nuevos casos al año en el África sub-sahariana y 120.000 en el sudeste 
asático (Park et al., 2009). En estas regiones, junto con Latinoamérica y el Caribe, la mortalidad 
oscila entre el 55-70%, ascendiendo el número de muertes a más de 650.000 al año.  
 
2.2.- Cryptococcus gattii 
 
Cryptococcus gattii parece tener una distribución global diferente a C. neoformans. Los primeros 
estudios sugirieron que se encuentra en áreas de clima tropical y subtropical (Kwon-Chung y 
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Bennett, 1984). Sin embargo, otros estudios indican que C. gattii podría tener una distribución 
mucho más amplia (Campbell et al., 2005; Chen et al., 2008). Esta levadura se ha asociado 
clásicamente con la corteza de los eucaliptos (Ellis y Pfeiffer, 1992; Fortes et al., 2001; Pfeiffer y 
Ellis, 1992). Al igual que C. neoformans, C. gatti se adquiere por inhalación. Sin embargo, la 
principal diferencia entre ambas especies es que C. gattii causa enfermedad en personas 
inmunocompetentes, y no está asociado a la infección por VIH (Sorrell, 2001). En algunas regiones, 
como el norte de Brasil, C. gattii es endémico y se le atribuyen más del 60% de todos los casos de 
criptococosis (Nishikawa et al., 2003).  
El cuadro clínico más característico es pneumonía, detectándose meningitis en una minoría de los 
casos en los que suele haber algún defecto inmunológico (Harris et al., 2011; Ngamskulrungroj et 
al., 2012). 
Pese a constituir únicamente el 1% de todas las infecciones de criptococosis mundiales, C. gattii 
cobró gran importancia cuando se descubrió que esta especie era el agente causante de un brote 
detectado en la isla de Vancouver, en Canadá en 1999 (Hoang et al., 2004). Estas cepas se han 
extendido en la actualidad a otras regiones de Canadá y al Noroeste del Pacífico (Byrnes et al., 
2009; Byrnes y Heitman, 2009; Byrnes et al., 2010; Byrnes y Marr, 2011; Galanis y Macdougall, 
2010; Kidd et al., 2007; MacDougall et al., 2007). Por ello, el estudio de la virulencia de C. gattii es 
un tema de gran interés para la comunidad científica. 
 
3.- Nomeclatura y clasificación de Cryptococcus 
 
Clásicamente, Cryptococcus neoformans y C. gattii se han clasificado en 4 serotipos: A y D 
(neoformans) y B y C (gattii). En la actualidad, el serotipo A se denomina C. neoformans variedad 
grubii, el serotipo D C. neoformans variedad neoformans, y los serotipos B y C corresponden a C. 
gattii (Franzot et al., 1999). Además, se han descrito híbridos entre cepas de diferente serotipo. Los 
híbridos AD se forman tras la fusión de cepas del serotipo A y el serotipo D seguido de una meiosis 
no completa debido a incompatibilidades genéticas (Boekhout et al., 2001; Cogliati et al., 2001; 
Lengeler et al., 2001; Xu et al., 2002). Recientemente, se han descrito también híbridos A/B y B/D 
(Aminnejad et al., 2012; Bovers et al., 2006). 
El desarrollo de distintas técnicas de biología molecular ha permitido una clasificación más 
detallada de las especies C. neoformans/gattii. Usando distintas técnicas como PCR fingerprinting, 
AFLP, RFLP o genotipado por secuenciación de las regiones IGS del ADN ribosomal, C. 
neoformans/gattii se divide en diferentes genotipos (Tabla 1). Cryptococcus neoformans contiene 
los siguientes subgrupos: VNI y VNII (AFLP1A y AFLP1B), que corresponden a la variedad grubii, 
VNIII (AFLP 3),  que corresponde a los híbridos A/D, y  VNIV (AFLP 2), que corresponde a la 
variedad neoformans (Aminnejad et al., 2012; Barreto de Oliveira et al., 2004; Meyer et al., 1999; 
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Meyer y Mitchell, 1995). Cryptococcus gattii se divide en 4 subgrupos distintos: VGI (AFLP4), VGII 
(AFLP6), VGIII (AFLP5) y VGIV (AFLP7) (Kidd et al., 2004; Trilles et al., 2008) (Tabla 1). 
 
Cepa Serotipo 
PCR fingerprinting 
Tipo molecular 
AFLP 
genotipo 
C. neoformans var. grubii A VNI, VNII AFLP1 
AD híbrido AD VNIII AFLP3 
C. neoformans var. 
neoformans 
D VNIV AFLP2 
C. gattii 
 
B/C 
 
VGI 
VGII 
AFLP4 
AFLP6 
VGIII 
VGIV 
AFLP5 
AFLP7 
 
Tabla 1. Clasificación del complejo Cryptococcus 
 
4.- Interacción con el huésped 
 
Cryptococcus interfiere con la respuesta del sistema inmune por lo que este patógeno se ha 
utilizado ampliamente para la investigación de la interacción patógeno-huésped. En las siguientes 
secciones se resumen algunas de las características más importantes de la interacción de 
Cryptococcus con el sistema immune.  
 
4.1.- Respuesta inmune durante la criptococosis 
 
La interacción entre Cryptococcus neoformans y el sistema inmune es muy compleja y ha sido 
ampliamente estudiada (ver revisión en (Heitman et al., 2011) y (Vecchiarelli, 2000a; Vecchiarelli, 
2007; Vecchiarelli, 2000b)). En general, la respuesta más eficaz es la basada en una respuesta 
Th1. Las células T CD4/CD8 juegan un papel muy importante en el control de la infección por C. 
neoformans, por ello, los pacientes con bajo recuento de células T CD4+ (como ocurre en los 
enfermos VIH) son susceptibles a la infección. Se ha descrito una relación entre el desarrollo de 
una respuesta inmune Th1, promovida por IL-12 e interferón gamma, y la protección frente a 
Cryptococcus (Koguchi y Kawakami, 2002; Zhang et al., 2009). En cambio,  una respuesta Th2, 
basada en la producción de anticuerpos e inducida por IL-1, IL-10, IL-13, se ha asociado a la no 
protección frente a Cryptococcus (Muller et al., 2007). Con respecto a las células T reguladoras y 
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células Th17, su papel  durante la criptococosis está poco estudiado, aunque algunos estudios 
indican que la inducción de una respuesta Th17 tiene un efecto protector (Wozniak et al., 2011; 
Zhang et al., 2009). 
El sistema del complemento también juega un papel importante durante protección frente a 
Cryptococcus, ya que ratones deficientes en C3 e incapaces de activar la via alternativa del 
complemento son más sensibles a la criptococosis (Diamond et al., 1973; Diamond et al., 1974; 
Dromer et al., 1989). 
 
4.2.- Interacción con células fagocíticas: Fagocitosis y parasitismo intracelular 
 
Los macrófagos y los neutrófilos son las primeras células encargadas de contener la infección tras 
la inhalación del patógeno. Por ello, el papel de la fagocitosis se ha estudiado en detalle en la 
respuesta inmune frente a Cryptococcus. 
 
4.2.1.- Mecanismos antifagocíticos.  
Cryptococcus neoformans ha desarrollado mecanismos que inhiben la interacción e internalización 
por macrófagos. Se han descrito dos tipos de mecanismos antifagocíticos: cápsula dependientes y 
cápsula independientes.  
Los primeros estudios demostraron que la cápsula inhibe la fagocitosis, y que mutantes  
acapsulares son fagocitados con normalidad (Kozel y Gotschlich, 1982). La fagocitosis tiene lugar 
tras la unión de receptores de los macrófagos con epítopos presentes principalmente en la pared 
celular. Asi, en el caso de Cryptococcus, la cápsula inhibe la fagoctosis ya que impide la unión  de 
los receptores fagocíticos con los epítopos de la pared (Small y Mitchell, 1989).  
En los últimos años, se han descrito mecanismos adicionales que inhiben la fagocitosis de C. 
neoformans que no dependen de la cápsula. El primero de ellos depende de la proteína 
antifagocítica  App1, la cual es secretada e inhibe la fagocitosis ya que se une a los receptores 
CR2 y CR3, impidiendo el reconocimiento de Cryptococcus por parte de los macrófagos (Luberto et 
al., 2003; Stano et al., 2009). El segundo mecanismo depende de la proteína Gat201, que es un 
regulador de la transcripción cuya deleción altera la expresión de alrededor de 1000 genes entre 
los que se encuentran númerosos genes ya asociados a la virulencia de Cryptococcus como CIR1 
y LIV3. Además, células de Cryptococcus carentes de Gat201 son eliminadas a los 3 dias de la 
infección, por lo que parece que Gat201 tiene un papel importante en la evasión de la fagocitosis al 
inicio de la infección (Chun et al., 2011; Liu et al., 2008).  
 
4.2.2.-  Mecanismos que permiten la fagocitosis de C. neoformans. 
 A pesar de estos mecanismos antifagocíticos, Cryptococcus se fagocita in vivo, y de hecho,  
Cryptococcus se encuentra mayoritariamente dentro de los macrófagos al cabo de pocas horas de 
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la infección (Feldmesser et al., 2000). La fagocitosis de Cryptococcus ocurre mediante opsoninas, 
las cuales se unen a la cápsula e inducen la fagocitosis tras la unión a receptores específicos del 
macrófago. Estas opsoninas son principalmente las proteínas del sistema del complemento (Kozel 
et al., 1984; Kozel et al., 1988; Kozel et al., 1989), que inducen la factocitosis a través de los 
receptores CR, y los anticuerpos, que se unen a los receptores Fc (Saylor et al., 2010; Taborda y 
Casadevall, 2002; Yuan et al., 1998). Finalmente, cambios en la estructura de la cápsula pueden 
exponer epítopos que son reconocidos por receptores del macrófago (principalmente CD18, CD206 
y CD209)  (Mansour et al., 2006; Monari et al., 2005; Syme et al., 2002) (Figura 1). 
 
4.2.3.- Cryptococcus como patógeno intracelular facultativo.  
Aunque los macrófagos tienen capacidad antimicrobiana, existen patógenos que son capaces de 
evadir la muerte y proliferar intracelularmente. Cryptococcus pertenece a este grupo de 
microorganismos, y por ello, se le considera un patógeno intracelular oportunista. De hecho, una 
vez internalizado, se han observado varios fenómenos, los cuales se describirán brevemente a 
continuación.  
- Supervivencia y replicación intracelular 
Los primeros estudios demostraron que los macrófagos pueden eliminar las células de C. 
neoformans una vez han sido fagocitadas (Levitz, 1994). Sin embargo, también se han descrito 
situaciones en las que Cryptococcus es capaz de evadir la muerte y replicarse en el interior de las 
células fagocíticas (Del Poeta, 2004) (Figura 1). 
La cápsula es imprescincible para la supervivencia de Cryptococcus en el interior del macrófago, ya 
que permite su replicación el interior de la célula fagocítica (Feldmesser et al., 2000) y además le 
protege de los radicales libres y otros ataques del sistema inmune (Zaragoza et al., 2008). La 
replicación intracelular se ha estudiado en profundidad in vitro (Coenjaerts et al., 2006; Diamond y 
Bennett, 1973; Lee et al., 1995; Mitchell y Friedman, 1972; Tucker y Casadevall, 2002), 
observándose que ocurre a mayor velocidad que la gemación fuera de los macrófagos, lo que 
indica que C. neoformans ha desarrollado distintas estrategias para adaptarse al ambiente del 
fagolisosoma (Levitz et al., 1999). Cryptococcus no inhibe la fusión fagosoma-lisosoma, pero sí 
afecta a su funcionalidad, ya que los fagolisosomas que contienen células de Cryptococcus se 
vuelven permeables (Tucker y Casadevall, 2002). Además, Cryptococcus reduce la producción de 
oxido nítrico (Naslund et al., 1995), lo que facilita su supervivencia en el interior del macrófago 
(Alvarez et al., 2009; Diamond y Bennett, 1973; Lee et al., 1995) (Figura 1). 
 
- Extrusión o vomocitosis 
Tras evadir la muerte por parte del macrófago, Cryptococcus puede escapar de las células 
fagocíticas del huésped de diferentes maneras. Una replicación intracelular masiva de las 
levaduras puede resultar en la explosión del macrófago. Pero además, se han descrito otros 
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mecanismos por lo que Cryptococcus sale de los macrófagos sin que se vea afectada la viabilidad 
de las levaduras o de las células fagocíticas. Este fenómeno se denomina extrusión o vomocitosis  
y consiste en la salida de C. neoformans de las células fagocíticas a través de un proceso similar a 
la exocitosis (Alvarez y Casadevall, 2006; Ma et al., 2006; Voelz et al., 2011). Aunque originalmente 
se observó in vitro, recientemente se ha demostrado que la extrusión también ocurre in vivo (Nicola 
et al., 2011) (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Resumen de los posibles desenlaces de la interacción entre C. neoformans y macrófagos. (1) 
Internalización mediada por anticuerpos, proteínas de complemento o por reconocimiento directo del GXM (2) 
Formación del fagolisosoma (3) Supervivencia en el interior del macrófago (4) Formación de poros en el 
fagolisosoma (5) Trasferencia lateral entre macrófagos (6) Rotura del macrófago y liberación de levaduras 
vivas (7) Extrusión o vomocitosis. Adaptación de la figura de (Garcia-Rodas y Zaragoza, 2012). 
 
 
- Trasferencia lateral de Cryptococcus entre macrófagos 
Finalmente, C. neoformans puede ser transferido entre macrófagos, fenómeno denominado 
transferencia lateral. Este proceso está poco estudiado, pero se cree que es un mecanismo de 
diseminación de las levaduras sin que se expongan a los ataques del sistema inmune (Alvarez y 
Casadevall, 2007). También se ha interpretado como un mecanismo de defensa de macrófagos 
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con demasiadas levaduras en su interior, pudiendo trasferirlas a otros macrófagos con mayor 
capacidad antimicrobiana (Figura 1). 
 
4.3.- Diseminación al sistema nervioso central (SNC) 
 
Uno de los aspectos más importantes en la enfermedad causada por Cryptococcus es su 
capacidad para diseminar y alojarse en el cerebro tras cruzar la barrera hematoencefálica (BHE) 
(Dromer et al., 2007). Se han propuesto tres mecanismos que permiten a C. neoformans atravesar 
la BHE: 1) Cryptococcus puede traspasar la BHE en el interior de células fagocitas, mediante un 
mecanismo que se ha denominado el “caballo de Troya” (Charlier et al., 2009; Dromer y Levitz, 
2011; Kim, 2008); 2) la penetración transcelular (Chang et al., 2004), la cual se produce tras la 
internalización de las levaduras por el lado laminal mediante endocitosis y expulsión de las células 
por el lado basal de la BHE. Este mecanismo se produce sin daño de las células que componen la 
BHE.  3) Por último, también se puede producir penetración paracelular (Charlier et al., 2005), que 
implica el deterioro de la lámina basal debido a la alteración del citoesqueleto de las células 
endoteliales de la red capilar del cerebro (Chen et al., 2003). Ninguno de estos tres mecanismos 
son mutuamente excluyentes y distintas evidencias demuestran que todos ellos contribuyen en la 
invasión y colonización del cerebro (Casadevall, 2010).  
 
4.4.- Latencia y reactivación 
 
Además de causar infección diseminada en pacientes inmunodeprimidos, Cryptococcus también 
puede causar una infección latente asintomática, y perdurar en el huésped durante largos periodos 
de tiempo (Davis et al., 2007; Garcia-Hermoso et al., 1999). Además del estado latente, hay 
también evidencias de infecciones subclínicas y reactivaciones tras seguir un tratamiento con 
inmunosupresores en pacientes que desarrollan criptococosis tras ser sometidos a trasplantes 
(Saha et al., 2007). El mecanismo mediante el cual C. neoformans permanece latente en el 
huésped es aún desconocido. Las levaduras podrían permanecer en nódulos por debajo de la 
pleura y en los nódulos linfáticos (Paterson et al., 1998), aunque se ha postulado que en los 
hombres Cryptococcus se localiza preferentemente en la próstata (Larsen et al., 1989). Los 
macrófagos constituyen otro nicho para el estado latente de C. neoformans, ya que como se ha 
expuesto anteriormente, esta levadura es un patógeno intracelular facultativo. Las ratas son el 
modelo animal mejor caracterizado para el estudio de la latencia de C. neoformans (Goldman et al., 
1994), ya que son intrínsecamente resistentes a la criptococosis. En este modelo, se ha 
demostrado que el hongo no es eliminado, y que la infección permanece en estado crónico gracias 
a la formación  de granulomas donde las células de Cryptococcus se encuentran mayoritariamente 
en el interior de los macrófagos (Goldman et al., 2000).  
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5.- Cryptococcus como patógeno ambiental 
 
Cryptococcus neoformans y C. gattii son microorganismos ambientales capaces de interaccionar 
con una gran variedad de huéspedes. Para investigar la importancia de estas interacciones en la 
virulencia de Cryptococcus se han utilizado principalmente amebas, nematodos e insectos como 
modelos de huéspedes ambientales. En el caso de las amebas, se ha demostrado que los 
mecanismos de infección, fagocitosis y patogénesis intracelular están conservados entre amebas y 
macrófagos de mamífero (Malliaris et al., 2004; Steenbergen y Casadevall, 2003; Steenbergen et 
al., 2001). De manera similar, Cryptococcus infecta y produce la muerte de nematodos e insectos 
(Apidianakis et al., 2004; Mylonakis et al., 2002; Mylonakis et al., 2005). Por ello,  se postula que 
los factores de virulencia mostrados durante la infección de huéspedes mamíferos habrían sido 
adquiridos como mecanismos de defensa durante la interacción con predadores ambientales 
(Casadevall et al., 2003). Finalmente, es posible que los elementos necesarios para la virulencia 
también se mantengan a través de la infección de pequeños roedores y otros mamíferos salvajes, 
que tras morir, liberan cepas virulentas de Cryptococcus al ambiente (Idnurm et al., 2005). 
 
6.- Factores de virulencia 
 
Cryptococcus neoformans es una levadura de especial interés para estudiar la virulencia fúngica, 
ya que ha desarrollado tanto mecanismos de adaptación al huésped, como factores de virulencia, 
que se definen como aquellos componentes del patógeno que causan daño en el huésped.  
 
6.1.- Melanina 
 
Una de las principales características de Cryptococcus es su capacidad de sintetizar melanina. La 
melanina es un pigmento negativamente cargado de color oscuro ampliamente distribuido en la 
naturaleza y que es hidrofóbico e insoluble en soluciones acuosas (Casadevall et al., 2000). 
Existen distintos tipos de melaninas: eumelaninas, feomelanina, alomelaninas y piomelaninas 
(Carreira et al., 2001; Plonka y Grabacka, 2006). En particular, Cryptococcus sintetiza eumelanina a 
partir de compuestos difenólicos o poliaminobencenos y oxígeno (Nurudeen y Ahearn, 1979). 
Algunos de estos compuestos, como la L-DOPA, son abundantes en el sistema nervioso central, 
por lo que se piensa que la melanización le confiere una ventaja selectiva a Cryptococcus durante 
la colonización de este órgano (Eisenman et al., 2007).  
La melanina es sintetizada por la enzima fenoloxidasa (lacasa) codificada por el gen LAC1 
(Williamson, 1994). La expresión de este gen está regulada por la concentración de hierro, cobre y 
glucosa (Alspaugh et al., 1997; Jiang et al., 2009). La lacasa se localiza en la pared celular y 
contribuye a la supervivencia de C. neoformans ayudando a mantener la integridad de la pared 
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(Zhu et al., 2001). Además, existe una segunda enzima lacasa, codificada por el gen LAC2, 
localizada en el citoplasma y cuya función es aún incierta (Heitman et al., 2011; Missall et al., 
2005). 
La melanina protege a las células de Cryptococcus de factores de estrés como la luz ultravioleta, 
radicales libres, y altas temperaturas,  lo que facilita la supervivencia del hongo en el huésped 
(Casadevall et al., 2000; Liu et al., 1999; Noverr et al., 2004; Rosas y Casadevall, 1997; Wang y 
Casadevall, 1994). La melanina también podría participar en la captación de energía a partir de 
radiaciones en un proceso similar a la fotosíntesis (Dadachova et al., 2007). Además, la inyección 
de partículas de melanina de Cryptococcus  en ratones induce respuesta inflamatoria, lo que indica 
que este pigmento también puede modular la respuesta inmune y actuar como factor de virulencia.  
 
6.2.- Crecimiento a 37oC, ureasa y fosfolipasas 
 
La capacidad de crecer a temperatura fisiológica es esencial para la virulencia de microorganismos 
patógenos (Perfect, 2005). Aunque Cryptococcus crece a 37oC, su temperatura óptima de 
crecimiento es alrededor de 25-30oC, lo que le confiere la capacidad de infectar tanto a huéspedes 
ambientales como a mamíferos.  En el ambiente, Cryptococcus se encuentra en el guano de los 
pájaros. Sin embargo, los pájaros no se infectan con C. neoformans, probablemente porque esta 
levadura no crece bien a la temperatura corporal de las aves, que oscila entre 40-42ºC (Mitchell, 
1995). Con respecto al crecimiento a 37oC, se han identificado muchas proteínas necesarias para 
crecer a esta temperatura, las cuales participan en rutas de señalización de estrés, ensamblaje de 
la pared celular, preservación de la integridad de la membrana celular y metabolismo basal (Kraus 
et al., 2004; Rosa e Silva et al., 2008; Steen et al., 2003).  
Otra de las características de Cryptococcus es la producción de la enzima ureasa que le permite 
utilizar urea exógena. La ureasa participa en la virulencia de Cryptococcus, ya que  promueve la 
diseminación al cerebro (Olszewski et al., 2004; Pettinato et al., 1991) y polariza la respuesta del 
sistema inmune a una repuesta Th2, impidiendo la eliminación de la infección (Osterholzer et al., 
2009).  
Finalmente, también se han descrito dos fosfolipasas (Chen et al., 2000; Chen et al., 1997; Vidotto 
et al., 1996) que promueven la supervivencia y facilitan la replicación de C. neoformans en los 
macrófagos in vitro (Santangelo et al., 2004).   
 
6.3.- Cápsula 
 
La cápsula de Cryptococcus es su principal característica fenotípica. Esta estructura es visible en 
suspensiones de las levaduras en tinta china como un halo refringente. La cápsula no solo confiere 
a Cryptococcus determinadas características fisico-químicas, sino que también juega un papel muy 
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importante en la interacción con el huésped. De hecho, la cápsula es el principal factor de 
virulencia de esta levadura, y por ello, es la estructura más estudiada de este patógeno. 
 
6.3.1.-Estructura y organización 
La cápsula se compone en un 90-95% de glucuronoxilomanano (GXM), 5-8% de 
galactoxilomanano (GalXM)  y manoproteínas (<1%) (Raschke et al., 1978; Zaragoza et al., 2008). 
El GXM es un polímero largo compuesto por repeticiones de manosa con ramificaciones de ácido 
glucurónico y xilosas. Esta estructura determina el serotipo de C. neoformans y C. gattii, ya que 
diferencias en la estructura y composición del polisacárido  de la cápsula resultan en diferencias 
antigénicas (Cherniak y Sundstrom, 1994). El GalXM se ha descrito clásicamente como  un 
polímero de galactosas con ramificaciones de manosas y xilosas (Vaishnav et al., 1998). 
Recientemente, se ha descrito que este polisacárido también contiene residuos de ácido 
glucurónico, por lo que ha sido renombrado como glucuronoxilomananogalactano (GXMGal). La 
localización del GXMGal en la cápsula de Cryptococcus no se conoce en detalle. Los primeros 
estudios indicaron que el GXMGal se encontraba asociado a la pared celular (Vaishnav et al., 1998; 
van de Moer et al., 1990). Sin embargo, recientemente se ha descrito como un compuesto en 
transición, asociado a vesículas y muy probablemente a la cápsula en formación o de nueva 
síntesis (De Jesus et al., 2009). Las manoproteínas (MP) son el componente minoritario de la 
capsula, y aunque tienen un efecto inmunogénico durante la infección, su papel en la estructura de 
la cápsula es aún desconocido (Mansour et al., 2004; Pietrella et al., 2005; Specht et al., 2007). 
 
6.3.2.- Genes involucrados en la síntesis de la cápsula 
Los primeros genes involucrados en la síntesis de la cápsula se clonaron en los años 90, y se 
denominaron genes CAP (CAP 10, CAP59, CAP60 y CAP64). Todos ellos son necesarios para la 
virulencia de C. neoformans en ratones (Chang y Kwon-Chung, 1994; Chang y Kwon-Chung, 1998; 
Chang y Kwon-Chung, 1999; Chang et al., 1996; Chang et al., 1995). Posteriormente se han 
descrito más genes involucrados en la formación de la cápsula, como son CAS1 y CAS3 (Janbon 
et al., 2001; Moyrand et al., 2004) y otros genes  involucrados en las modificaciones que sufre el 
polisacárido, como la xilosilación y la acetilación (UXS1, UGD1 y CAS31, CAS32, CAS33, CAS34 y 
CAS35) (Bar-Peled et al., 2001; Janbon et al., 2001; Kozel et al., 2003; Moyrand et al., 2004). 
Además, el análisis del genoma permitió la identificación de otros genes involucrados en la síntesis 
de la cápsula, como la familia de CAP64 y la familia de CAP10 (Loftus et al., 2005). Más 
recientemente, en una amplia revisión sobre la cápsula de Cryptococcus,  O’Meara y Alspaugh 
recopilan no sólo los genes involucrados en la síntesis y crecimiento de la cápsula sino también las 
rutas y señales de transducción involucradas en estos procesos, como la detección de niveles de 
hierro en el ambiente a través de Cir1, la respuesta a estres mediada por la ruta Hog1, y la ruta 
Pka1-AMPc que interviene tanto en la detección de niveles de glucosa y nitrógeno a traves de los 
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receptores acoplados a proteínas G, como en el equilibrio del pH a través de Rim101 (O'Meara y 
Alspaugh, 2012). 
Aunque se conocen genes necesarios para la síntesis de la cápsula, la función bioquímica de 
muchas de las proteínas que codifican todavía no se ha caracterizado. Además, tampoco se sabe 
con detalle como se transporta el polisacárido al exterior de la célula y como se ensambla para 
formar la cápsula. En este sentido, se ha descrito el trasporte de GXM, GXMGal, pigmentos, 
proteínas y lípidos en vesículas a través de la pared celular en C. neoformans (Casadevall et al., 
2009; Oliveira et al., 2009; Rodrigues et al., 2008b; Rodrigues et al., 2007). Estas vesículas tienen 
un tamaño variable (Rodrigues et al., 2008b; Rodrigues et al., 2007) y se sabe que pueden 
participar en la interacción entre C. neoformans y las células fagocíticas del huésped (Oliveira et 
al., 2010). 
 
6.3.3. Cápsula como factor de virulencia y su efecto en el huésped 
La cápsula es importante para la supervivencia de C. neoformans en el huésped, ya que inhibe la 
fagocitosis en ausencia de opsoninas (Kozel y Gotschlich, 1982; Tucker y Casadevall, 2002). 
Además, el polisacárido de la cápsula es liberado al medio, y se ha demostrado que este 
exopolisacárido altera la respuesta inmune. En los macrófagos, C. neoformans libera este 
polisacárido en vesículas cuya acumulación en el citoplasma del macrófago tiene efectos tóxicos 
para el macrófago (Feldmesser et al., 2000; Grechi et al., 2011; Tucker y Casadevall, 2002). El 
polisacárido también inhibe la migración de neutrófilos (Dong y Murphy, 1997; Dong y Murphy, 
1995; Ellerbroek et al., 2004), interfiere con la secreción de citoquinas (Retini et al., 1996), induce 
apoptosis de células T y macrófagos (Vecchiarelli et al., 2011; Villena et al., 2008), inhibe la 
proliferación de células T (Yauch et al., 2006) y retrasa la maduración y activación de células 
dendríticas (Lupo et al., 2008; Vecchiarelli et al., 1994). Por todo ello, la cápsula de Cryptococcus 
constituye el factor de virulencia más característico entre los hongos patógenos. 
 
7.- Morfogénesis  
 
Una característica que los hongos patógenos utilizan para adaptarse al huésped es su capacidad 
de inducir cambios morfológicos, sobre todo filamentos e hifas. Cryptococcus se ha considerado 
tradicionalmente un hongo sin crecimiento filamentoso ni dimórfico excepto durante la reproducción 
sexual (ver revisión en (Kozubowski y Heitman, 2012)), aunque ocasionalmente se han descrito 
pseudohifas y formas amorfas en secciones histopatológicas (Gazzoni et al., 2010; Neilson et al., 
1981; Neilson et al., 1978; Williamson et al., 1996). De esta manera, Cryptococcus se encuentra in 
vitro y durante la infección mayoritariamente en forma de blastoconidia esférica. Sin embargo, 
Cryptococcus posee un complejo programa morfológico que resulta en la aparición de distintos 
tipos celulares durante la infección.  Se ha descrito que Cryptococcus experimenta, tanto in vitro 
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como in vivo, cambios en el tamaño y en la estructura de su cápsula que producen la aparición de 
células morfológicamente distintas. Estos cambios tienen gran importancia, ya que se ha 
demostrado que contribuyen a evadir la respuesta inmune. A continuación se resumen los 
principales cambios que Cryptococcus puede inducir durante la infección.   
 
7.1.- Cambios en la estructura de la cápsula 
 
La estructura de la cápsula de Cryptococcus puede variar dependiendo las condiciones 
ambientales. La disponibilidad de anticuerpos monoclonales frente al GXM ha permito observar 
diferencias inter e intra-cepa (McFadden et al., 2007). Incluso en las mismas condiciones de 
crecimiento, distintas células del mismo cultivo unen el anticuerpo de forma diferente, lo que se ha 
relacionado con diferencias de edad de las células (Cordero et al., 2011a; Cordero et al., 2011b). 
En este sentido, se ha observado que las células más viejas son más resistentes a la liberación de 
la cápsula inducida por γ-radiación que las células más jóvenes (Maxson et al., 2007b). Además, la 
estructura de la cápsula cambia sus propiedades antigéncias durante el desarrollo de la infección 
(Garcia-Hermoso et al., 2004).  
La densidad de la cápsula también es variable según las condiciones ambientales. Se ha 
demostrado que durante el envejecimiento se produce una acumulación de polisacárido en la 
cápsula (Cordero et al., 2011b; Maxson et al., 2007b). Además, las células de Cryptococcus 
aisladas de ratones presentan una mayor densidad de polisacárido que las células cultivadas in 
vitro (Gates et al., 2004).  Los cambios de la densidad y empaquetamiento de las fibras de 
polisacárido son importantes, ya que influyen en la permeabilidad de la cápsula a moléculas, como 
proteínas del sistema del complemento y anticuerpos (Charlier et al., 2005; Garcia-Hermoso et al., 
2004; Gates et al., 2004).  
Los cambios estructurales de la cápsula tienen consecuencias importantes, ya que influyen en el 
reconocimiento del patógeno por el huésped. Muchas respuestas desarrolladas por las células del 
sistema inmune (como secreción de anticuerpos y producción de citoquinas entre otros) dependen 
del reconocimiento de la cápsula. Por ello, cambios en la estructura de la cápsula contribuyen a 
que las células de C. neoformans no sean reconocidas por las células del sistema inmune (Cleare y 
Casadevall, 1998; Kozel et al., 2003; Mukherjee et al., 1998; Todaro-Luck et al., 1989). Estos 
cambios estructurales se han relacionado también con la capacidad de diseminación y colonización 
de distintos órganos (Charlier et al., 2005; Garcia-Hermoso et al., 2004). 
 
7.2.- Cambios de tamaño de la cápsula 
 
Los cambios en el tamaño de la cápsula son característicos de la interacción de C. neoformans con 
el huésped. En condiciones de laboratorio y en el ambiente, el tamaño de la cápsula es pequeño 
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(1-2 micras). Sin embargo, tras ser inhalada, Cryptococcus aumenta significativamente el tamaño 
de la cápsula, de manera que trascurridas pocas horas de infección alcanza entre 5-10 micras. Por 
ello, este cambio se considera una respuesta morfológica temprana (Feldmesser et al., 2001a). 
Este fenómeno también se ha observado durante el parasistimo intracelular de macrófagos (Ma et 
al., 2006) y durante la infección de amebas (Chrisman et al., 2011). El aumento del tamaño de la 
cápsula protege a C. neoformans frente a radicales libres, péptidos antimicrobianos y diferentes 
enzimas líticas (Zaragoza et al., 2008). 
Hay varios factores que inducen el crecimiento de la cápsula in vitro, como una atmósfera rica en 
CO2 (5%),  baja concentración de hierro, suero, limitación de nutrientes en un ambiente con pH 
básico y el manitol (Granger et al., 1985; Guimaraes et al., 2010; Vartivarian et al., 1993; Zaragoza 
y Casadevall, 2004; Zaragoza et al., 2003a). Sin embargo, se sabe muy poco sobre su regulación y 
los mecanismos moleculares responsables de este fenómeno. Se ha demostrado que tras el 
crecimiento capsular existe una correlación entre el tamaño de la capsula y el tamaño del cuerpo 
celular, lo que sugiere que factores que regulan el tamaño de la célula tambien regulan el tamaño 
de la cápsula (Zaragoza y Casadevall, 2006; Zaragoza et al., 2003a). El aumento de tamaño del 
cuerpo celular se produce principalmente en la fase G1 del ciclo celular, por lo que la coordinación 
entre el crecimiento capsular y el crecimiento de la célula sugiere que ambos procesos ocurren en 
la misma fase del ciclo celular. 
 
7.3.- Cambios en el tamaño total de la célula 
 
El último cambio morfológico característico de Cryptococcus afecta no sólo al tamaño de la 
cápsula, sino también al tamaño total de la célula incluyendo el cuerpo celular. De esta manera, 
durante la infección aparecen células que aumentan de manera global el tamaño, formando lo que 
se ha denominado células gigantes o titanes. In vitro C. neoformans tiene un diámetro entre 4-9 μm 
incluyendo la cápsula. Sin embargo, in vivo, al cabo de varias semanas de infección, las células 
pueden alcanzar hasta 100 μm (Feldmesser et al., 2001b; Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 
2010). A diferencia de las células cultivadas in vitro, las células gigantes son poliploides y se ha 
sugerido que se forman por un proceso de endorreduplicación (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et 
al., 2010). Las células gigantes se han descrito principalmente en el pulmón de ratón, donde la 
proporción en la que se encuentran es muy variable. En condiciones regulares, el porcentaje de 
células gigantes es muy bajo, entre un 2-5% de las células recuperadas. Sin embargo, esta 
proporción aumenta en modelos de infección crónica asintomática (Zaragoza et al., 2010) o cuando 
se realiza una coinfección con cepas con alelos sexuales MATa y MATalpha  (Okagaki et al., 
2010).  
Las rutas implicadas en la formación de estas células no han sido aún caracterizadas aunque se 
conocen algunos elementos necesarios para su aparición. Por ejemplo, la síntesis de AMPc está 
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involucrada en la señalización que induce el crecimiento celular, ya que mutantes en la adenilato 
ciclasa no forman células gigantes (Zaragoza et al., 2010). Recientemente, se ha descrito que 
Gpr5, que es un  receptor acoplado a proteínas G, es necesario para la formación de células 
gigantes (Okagaki et al., 2011).  
La función de las células gigantes durante la infección no es conocida. Se ha descrito que podrían 
ser formas latentes que contribuyen a evadir la respuesta inmune y sobrevivir en el huésped de 
forma latente. Pero también podrían contribuir al desarrollo de la enfermedad, ya que las células 
gigantes inhiben  la fagocitosis de células de Cryptococcus de tamaño regular (Crabtree et al., 
2012; Okagaki y Nielsen, 2012). 
Por último, los cambios de tamaño no sólo implican aparición de células más grandes, sino que 
Cryptococcus tambén puede formar células de un tamaño más pequeño, las cuales se han 
denominado microformas, y que tienen un diámetro de 1-2 micras. Aunque estas células se 
describieron en el año 2001 (Feldmesser et al., 2001a), no se conoce ni su mecanismo de 
formación ni su función durante la infección. 
 
8.- Interés de Cryptococcus como modelo de patogénesis fúngica 
 
Cryptococcus constituye un modelo único para estudiar la patogénesis fúngica ya que posee tanto 
factores de virulencia (como la cápsula y la melanina) como múltiples mecanismos de adaptación al 
huésped.  Dentro de estos mecanismos de adaptación, la morfogénesis de Cryptococcus es un 
mecanismo poco estudiado, ya que se trata de un programa no convencional que no implica 
formación de hifas pero sí cambios en la estructura y en el tamaño de la célula que dificultan su 
reconocimiento por el sistema inmune y favorecen su supervivencia en el huésped. Por ello, esta 
tesis doctoral está centrada principalmente en el estudio de la morfogénesis (crecimiento capsular y 
formación de células gigantes) en Cryptococcus.  
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Cryptococcus es uno de los principales hongos patógenos, y ofrece un modelo único para 
investigar la patogénesis fúngica, ya que ha desarrollado múltiples mecanismos de adaptación al 
huésped y factores de virulencia que producen daño en el huésped. El principal objetivo de esta 
tesis fue investigar el papel de la morfogénesis (crecimiento de la cápsula y formación de células 
gigantes) en Cryptococcus. Para ello, hemos intentado tanto identificar mecanismos moleculares 
involucrados en estos procesos, así como estudiar su importancia en el huésped. Para ello, hemos 
utilizado distintos tipos de huésped. Además del modelo clásico de ratón, hemos puesto a punto la 
utilización de larvas del lepidóptero Galleria mellonella para el estudio de la morfogénesis de 
Cryptococcus. Hemos intentado también identificar genes y los mecanismos moleculares 
involucrados en estos cambios morfológicos. En concreto, nos propusimos  los siguientes objetivos: 
 
1.- Usar el modelo invertebrado de Galleria mellonella para estudiar la morfogénesis de C. 
neoformans durante la infección. 
 
2.- Identificar nuevos genes involucrados en la síntesis o crecimiento capsular y la posible relación 
entre la progresión del ciclo celular y el crecimiento de la cápsula. 
 
3.- Caracterización fenotípica de la formación de células gigantes/titanes en C. neoformans y C. 
gatti. 
 
4.- Estudiar la interacción de células gigantes con el huésped 
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1.- Cepas y condiciones de crecimiento de levaduras 
 
1.1. Cepas de Cryptococcus 
Las cepas utilizadas en este trabajo se encuentran descritas en la tabla 1. En la mayoría de los 
experimentos realizados se empleó la cepa de C. neoformans variedad grubii H99 (ATCC 
20882) (Perfect et al., 1980).  En algunos experimentos se emplearon las cepas de C. 
neoformans variedad neoformans B3501 (Kwon-Chung, 1976) y el mutante acapsular cap59 
(C536,  (Chang et al., 1995)). En otros experimentos se empleó el mutante de C. neoformans 
CNAG_06092 (cln1), el cual fue obtenido de la colección de mutantes depositada en la ATCC 
(Liu et al., 2008). Para la realización de los videos de la interacción de C. neoformans con 
macrófagos de la línea celular RAW264.7 o con macrófagos primarios peritoneales se empleó 
también la cepa de C. neoformans marcada con GFP que fue proporcionada por la Dra.Voelz y 
el Dr. May (Universidad de Birmingham, Inglaterra). Para la comparación de producción de 
células gigantes entre C. neoformans y C. gattii se utilizaron distintas cepas disponibles en la 
colección de levaduras del servicio de Micología del CNM (ver tabla 1).  
 
1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
Las levaduras se obtuvieron de manera regular tras inocularlas en medio Sabouraud líquido 
(Oxoid, Reino Unido) a 30ºC con agitación moderada (150 r.p.m) o en YPD (extracto de levadura 
1% (Difco), peptona 2% (Difco), glucosa 2% (Prolabo)).  
Para inducir el crecimiento capsular en C. neoformans las células se incubaron en Sabouraud 
diluído al 10% tamponado con MOPS  50 mM, pH 7,3 a 37ºC durante una noche (Zaragoza y 
Casadevall, 2004), excepto en los casos en los que se indique otra temperatura.  
Para inducir la melanizacion de las levaduras, las células se inocularon en medio mínimo  
(glucosa 15 mM, MgSO4 10 mM, KH2PO4 29,4 mM, glicina 13 mM y tiamina 3 μM,  pH 5,5 
ajustado con K2HPO4 1M o ClH 1N) con o sin L-DOPA 0,2 mM (Sigma Aldrich) a 30ºC. Las 
melanización pudo observarse como colonias de color marrón oscuro. 
Para la preparación de medios sólidos, se añadió 1,5% agar bacteriológico (Difco). Además, en 
otros casos, el medio sólido fue suplementado con Sorbitol 1M (Sigma), sulfato de amonio al 5% 
(Sigma) o Rojo Congo  en distintas concentraciones (10 mg/mL, 5 mg/mL y 0,05 mg/mL). 
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Especie Cepa Fuente 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
H99 (ATCC 
20882) 
(Perfect et al., 1980; Toffaletti 
et al., 1993) 
Cryptococcus neoformans var. 
neoformans 
B3501 (Kwon-Chung, 1976) 
Cryptococcus neoformans var. 
neoformans 
C536 (∆cap59) Chang YC et al., 1995 
Cryptococcus neoformans var. 
neoformans 
ATCC 24067 
(American Type Culture 
Collection, Manassas, VA) 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CL-3801 Servicio Micología 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CL-4849 Servicio Micología 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CL-6749 Servicio Micología 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CL-7711 Servicio Micología 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CL-7081 Servicio Micología 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii-GFP 
 (Voelz et al., 2010) 
Cryptococcus neoformans var. 
grubii 
CNAG_06092 (Liu et al., 2008) 
Cryptococcus gattii NIH 34 NIH, Bethesda, Maryland 
Cryptococcus gattii NIH 198 NIH, Bethesda, Maryland 
Cryptococcus gattii CL-5000 Servicio Micología 
Cryptococcus gattii CL-5002 Servicio Micología 
Cryptococcus gattii CL-5003 Servicio Micología 
Cryptococcus gattii CL-5004 Servicio Micología 
Cryptococcus gattii CL-5005 Servicio Micología 
Cryptococcus gattii 
CBS-10514 
(R265) 
(Kidd et al., 2004) 
Cryptococcus gattii 
CBS-10865 
(R272) 
(Kidd et al., 2004) 
 
Tabla 2: Listado de las cepas empleadas en este trabajo 
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2. Inhibidores de ciclo celular 
En algunos experimentos, se emplearon rapamicina (Sigma-Aldrich) y benomilo (Sigma-
Aldrich), que son compuestos que inducen parada del ciclo celular en G1 y M respectivamente. 
Ambos inhibidores se disolvieron en DMSO 99,9% (Sigma-Aldrich). La rapamicina se preparó a 
una concentración de 1 mg/mL y el benomilo se preparó a una concentración de 10 mg/mL. El 
benomilo no se disuelve a concentraciones superiores a 10 mg/mL. Una vez preparadas estas 
soluciones madre, se hicieron alicuotas y se conservaron a -20ºC hasta su uso. La rapamicina 
se utilizó a concentraciones finales de 0,5 y 1 µg/mL, mientras que el benomilo se utilizó a 60 y 
80 µg/mL.  
 
3. Técnicas microbiológicas 
3.1. Curvas de crecimiento 
Para realizar curvas de crecimiento, se prepararon suspensiones de levaduras a una 
concentración de 5x105 células/mL y se inocularon por triplicado 170 µL en pocillos de placas de 
microdilución de 96 pocillos (Costar, Nueva York). La placa se incubó a 30 o 37ºC en un 
espectofotómetro iEMS (Thermofisher) que midió la densidad óptica a 540 nm cada hora 
durante 48 ó 72 h. Los datos se analizaron con Graph Pad Prism 5. 
 
3.2. Patrón de crecimiento en medios sólidos 
Se prepararon suspensiones celulares de 2x107 células/mL en PBS. Se realizaron diluciones 
seriadas 1/10 en el mismo tampón y se depositaron 5 μL de cada una de ellas sobre placas de 
medio sólido. Las placas se incubaron 48 ó 72 h a 30 ó 37ºC y se tomaron fotos diariamente 
para observar el perfil de crecimiento.  
 
3.3. Cuantificación de la actividad lacasa 
Las células se cultivaron en 15 mL de medio mínimo líquido con L-DOPA (Kwon-Chung et al., 
1983) durante una noche a 30ºC con agitación (150 r.p.m) y protegido de la luz. Las células se 
lavaron con 2 mL de PBS y se repartieron en 2 alícuotas de 1 mL (7,5x106/mL); una de ellas se 
usó como control negativo inactivando la lacasa con 5% β- mercaptoetanol durante 2 h a 37ºC. 
A continuación, se añadieron 200 μL de bolas de vidrio (425-600 μm de diámetro, Sigma Aldrich, 
St. Louis, Missouri) y se realizó un extracto celular mediante agitación vigorosa en una máquina 
Fast Prep (MP Biomedicals). Para la rotura, se aplicaron 6 ciclos de 45 seg con intervalos de 4 
min de incubación en hielo. La mezcla se centrifugó a 12.000 r.p.m  (13800 g) en una centrifuga 
de mesa Biofuge Fresco (Heraeus) durante 10 min a 4ªC y los sobrenadantes se mantuvieron a 
4ºC hasta la realización del ensayo enzimático. 
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Para medir la actividad lacasa, se depositaron 100 μL de los sobrenadantes y 7 μL de una 
solución de L-DOPA de 20 mM en agua destilada (Alvarado-Ramirez et al., 2008) en una placa 
de 96 pocillos (Costar, Nueva York) por triplicado y se incubó a 25ºC con agitación moderada en 
un espectofotómetro iEMS (Thermofisher) durante 18 h donde se midió la densidad óptica a 450 
nm cada 15 min. Después, en la parte lineal de la reacción, se calculó el incremento de mU de 
absorbancia por minuto. La concentración de proteína de los extractos se determinó por el 
método de Bradford (Bradford, 1976) usando el kit Bradford Protein Assay (BioRad, München, 
Alemania). La actividad específica fue calculada como mUAbs/min/μg proteína. 
 
3.4. Análisis del estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno 
Las células de C. neoformans se incubaron en medio mínimo líquido con L-DOPA (Eisenman et 
al., 2011; Kwon-Chung et al., 1983) durante 24-48 h y tras lavar sucesivas veces con PBS se 
prepararon suspensiones a una densidad de 2x103 células/mL en el mismo tampón. A 
continuación  se añadieron distintas concentraciones de peróxido de hidrógeno (0,5; 1 y 2 mM, 
Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). En paralelo, se prepararon como controles 
suspensiones celulares a las que no se añadió peróxido de hidrógeno. Todas las muestras se 
llevaron a cabo en triplicado. Las células se incubaron durante 1 h a 30ºC, tras lo cual, 50 y 100 
μL fueron sembrados en placas de Sabouraud e incubadas a 30ºC. Al cabo de 2 días, se 
enumeró el número de colonias en las placas (UFCs) y la viabilidad se calculó como el 
porcentaje de colonias obtenidas en las muestras tratadas con peróxido de hidrógeno frente al 
número de colonias obtenido en las no tratadas o controles. 
 
3.5. Tinciones 
 
3.5.1. Tinción negativa con tinta china  
Para visualizar la cápsula, se depositaron 4 μL de suspensiones celulares de Cryptococcus 
sobre un portaobjetos  y se añadió una gota de tinta china (Remel Bactidrop, Lenexa, Kansas). 
Finalmente, se colocó un cubreobjetos de 24x40 mm de tamaño (Menzel-Gläser) sobre el 
porta, el cual se observó al microcopio. La cápsula de Cryptococcus se observó como un halo 
alrededor del cuerpo celular por la exclusión de la tinta china. 
 
3.5.1.1. Medida de los tamaños celulares 
Las preparaciones descritas anteriormente se observaron en un microscopio Leica DMI 
3000B y se tomaron fotos usando una cámara Leica DFC 300FX y el software Leica 
Mycrosystems.  La medida del tamaño de la célula y de la cápsula se realizó utilizando el 
programa Adobe Photoshop 7.0 (San Jose, California). El tamaño total de la célula se definió 
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como el diámetro total de la célula incluyendo la cápsula. El tamaño de la cápsula se calculó 
como la diferencia entre el tamaño total de la célula y el tamaño del cuerpo celular definido 
por la pared celular.  
 
3.5.1.2. Análisis de la permeabilidad de la cápsula 
Se prepararon 100 µL de suspensiones de levaduras en PBS a una concentración de 105 
células/mL, y se mezclaron con una gota de tinta china y un dextrano marcado con 
tetrametilrodamina de 70 KDa a una concentración final de 3,6 μg/mL (Molecular Probes, 
Eugene, OR). Las preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia, y se 
tomaron fotos en campo claro y en el filtro rojo (600 nm). En las fotos tomadas en campo 
claro, se midió el tamaño total y el del cuerpo celular. En las fotos fluorescentes, se determinó 
el área de la cápsula donde el dextrano no penetró. El índice de permeabilidad se calculó con 
estos dos parámetros como el porcentaje de capsula penetrada por el dextrano fluorescente 
en referencia al tamaño total de la cápsula.  
 
3.5.2. Tinción de la pared celular 
Para la tinción de la pared celular se utilizó en la mayoría de los experimentos Calcofluor 
(Sigma-Aldrich, St. Louis). Para ello, las células (5x106células/mL) se incubaron durante 30 
min a 37ºC con Calcofluor a una concentración final de 10 μg/mL. Transcurrido ese tiempo 
las células se lavaron 2 veces con PBS y se observaron al microscopio de fluorescencia. En 
algunos experimentos, la pared celular se marcó con Uvitex 2B (Reinehr and Rembold, 
Kandern, Germany). El Uvitex 2B se utilizó a una concentración final de 100 μg/mL y se 
incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuación las células se lavaron 
una vez con PBS, tras lo cual se observaron al microscopio de fluorescencia. 
 
3.5.3. Inmunofluorescencia de la cápsula 
Para visualizar la cápsula, se empleó inmunofluorescencia directa o indirecta. En ambos 
casos, se prepararon suspensiones de C. neoformans a una concentración de 5x106 
células/mL en PBS. En la fluorescencia directa, se añadió el anticuerpo monoclonal IgG1 
18B7 (Casadevall et al., 1992a) conjugado al fluoróforo Alexa 488 a una concentración final 
de 10 µg/mL durante 30 min a 37ºC en oscuridad. Las células se lavaron 3 veces con PBS 
que contenía albúmina bovina  (BSA) al 1% (Sigma-Aldrich, St. Loui, Missouri) y se 
incubaron con Uvitex 2B durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. A 
continuación, las células se lavaron 2 veces con PBS+ BSA 1%. Finalmente, para reducir la 
pérdida de fluorescencia, las células se resuspendieron en el antioxidante galato de propilo 
a una concentración de 0,1 M (Sigma, St. Louis, Missouri) en PBS.  
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Para realizar inmunofluorescencia indirecta, en primer lugar se marcó la pared celular con 
calcofluor tal y como se describe en el apartado 3.5.2. A continuación, las células se lavaron 
2 veces con PBS + BSA 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). Las levaduras se 
suspendieron en el mismo tampón y se incubaron con diferentes anticuerpos monoclonales 
(IgG1 18B7 o 2H1 y/o IgM 12A1 o 13F1 (Casadevall et al., 1992a)) a una concentración final 
de 10 µg/mL durante 1 hora a 37ºC. A continuación, las células se lavaron nuevamente con 
PBS + BSA 1% y se incubaron con anticuerpo de cabra anti-ratón IgG o IgM conjugado con 
FITC (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) durante 1 hora a 37ºC protegidas de la luz. 
Finalmente, las células se lavaron 2 veces  con PBS + BSA 1% y se suspendieron en PBS y 
tras colocar 5 μL sobre un porta, se observaron y fotografiaron en un microscopio de 
fluorescencia. 
 
3.5.4. Tinción de vacuolas 
Para identificar las vacuolas en C. neoformans, se utilizó el marcador específico MDY-64 
(Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Brevemente, las levaduras se suspendieron en tampón HEPES 10 mM (pH 7,4) 
suplementado con glucosa al 5%. Se preparó una solución madre de 10 μM en DMSO 
99,9% y se utilizó a una concentración final de 0,4 μM. Las levaduras se incubaron a 
temperatura ambiente durante 5 min y a continuación se lavaron y resuspendieron en el 
mismo tampón. Finalmente, las células fueron observadas y fotografiadas con un 
microscopio de fluorescencia confocal SP5 Leica Microsystems. 
 
3.5.5. Tinción de filamentos de actina 
Para observar los filamentos de actina de Cryptococcus, se preparó una suspensión de 
levaduras (200 µL) a una concentración de 107 células/mL en PBS y se tiñeron con 
Calcofluor tal y como se detalla en el apartado 3.5.2. Tras lavar 2 veces con PBS-BSA 1%, 
las células se fijaron con 500 µL de 4% paraformaldehído durante 40 min a temperatura 
ambiente. A continuación se realizaron 2 lavados con PBS + BSA 1% y se permeabilizaron 
con  Tritón X-100 preparado al 0,3% en PBS en un volumen de 200 µL durante 1 minuto. 
Después, la suspensión de células se lavó con PBS-BSA 1% y se incubaron en este mismo 
tampón y en el mismo volumen durante 20 min. Transcurrido ese tiempo se añadió 
Faloidina marcada con FITC (Invitrogen, Molecular Probes, Oregón) a una concentración 
final de 0,33 μM y el tubo se incubó durante 20 min a temperatura ambiente protegido de la 
luz. Finalmente las células se lavaron 2 veces con PBS + BSA 1% y se observaron al 
microscopio de fluorescencia. 
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3.5.6. Tinción de grupos N-acetil-D-glucosamina de la cápsula con WGA (Wheat Germ 
Agglutinin) 
Para observar la presencia de estructuras relacionadas con la quitina en la cápsula, se 
preparó una suspensión de levaduras en PBS  (5x106células/mL) y se fijaron con 4% 
paraformaldehído durante 40 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron con PBS 
y se resuspendieron en 100 μL de PBS con WGA conjugado a Alexa 594 (Molecular 
Probes, Invitrogen) a una concentración final de 5 μg/mL. Tras incubar 1 h a 37ºC en 
oscuridad, las células se lavaron y resuspendieron en PBS y se observaron y analizaron en 
un microscopio confocal SP5 Leica Microsystems. 
 
4. Técnicas de citometría de flujo 
4.1.  Análisis del contenido en ADN 
Para medir la cantidad de ADN por citometría de flujo y estimar la proporción de células en las 
distintas fases del ciclo celular, se tomaron alícuotas de un cultivo de C. neoformans en 10% 
Sabouraud en MOPS a pH 7,3 a distintos tiempos y se fijaron durante una noche en etanol al 
70% a 4ºC. El día siguiente las células se lavaron 2 veces con agua destilada y se 
resuspendieron en 2 mL de citrato sódico 20 mM (Sigma), EDTA 50 mM (Sigma) y Sorbitol 0,45 
mM (Sigma) a pH 5,5. Las células se incubaron durante 1 hora a 30ºC y a continuación se 
añadió RNAsa (Sigma Aldrich, St. Louis) a una concentración final de 10 µg/ml durante 2 h a 
30ºC. Finalmente se añadió ioduro de propidio  (Sigma Aldrich, St. Louis) a una concentración 
de 5 µg/ml.  En paralelo se prepararon muestras sin ioduro de propidio como controles 
negativos. Las muestras así marcadas se observaron al microscopio de fluorescencia para 
comprobar la correcta tinción de los núcleos y el contenido de ADN fue analizado por citometría 
de flujo en un FacsCalibur (BD, Biosciences, Worbun, Massachusetts) midiendo la intensidad de 
fluorescencia en el canal FL3. Los datos obtenidos fueron analizados con los programas 
informáticos CellQuest (BD, Biosciences) y FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, Oregon). 
 
4.2.  Análisis de la viabilidad de las células 
Para comprobar la viabilidad de las células, se utilizó la tinción de ioduro de propidio, el cual sólo 
penetra en células muertas porque tienen la permeabilidad de la membrana alterada. Se 
prepararon diferentes alícuotas de 2 mL a una concentración de 5x106 células/mL en tampón 
citrato sódico 20 mM (Sigma), EDTA 50 mM (Sigma) y Sorbitol 0,45 mM (Sigma) a pH 5,5 y a 
continuación, se añadió ioduro de propidio (Sigma Aldrich) a una concentración final de 5 µg/mL. 
Las células muertas, que emitían fluorescencia roja por la captación del ioduro de propidio, se 
observaron con un microscopio de fluorescencia, y su proporción se estimó tras analizar las 
muestras mediante citometría de flujo. Como control positivo se utilizaron células de C. 
neoformans muertas por calor (65ºC  durante 1 hora). Los datos obtenidos del citómetro fueron 
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analizados con los programas CellQuest (BD, Biosciences) y FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, 
Oregon). 
 
5. Modelos de interacción con el huésped 
5.1. Cultivos celulares 
En esta tesis se han utilizado dos tipos de macrófagos diferentes: macrófagos inmortalizados y 
macrófagos primarios aislados de la cavidad peritoneal de ratones. Los macrófagos 
inmortalizados presentan como principal ventaja la posibilidad de mantenerlos en cultivo 
permanentemente. Estos macrófagos se dividen una vez cada 12 horas y su manejo es muy 
fácil. Los macrófagos primarios peritoneales son células muy diferenciadas, con lo que no se 
dividen y por ello no pueden mantenerse en cultivo.  
 
5.1.1. Cultivos celulares de macrófagos de la línea celular RAW264.7 
La línea celular de macrófagos RAW264.7 (Raschke et al., 1978) deriva de macrófagos 
aislados de abscesos tumorales inducidos en ratones machos mediante inyección 
intraperitoneal del virus Abelson, responsable de la leucemia en ratones (A-MuLV). Las 
células crecieron en medio de cultivo completo compuesto por Dubelcco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM, Lonza, Verviers, Bélgica) suplementado con 10% de suero bovino fetal 
(FBS, HyClone-Perbio) inactivado por calor (30 min a 56ºC), 10% de medio NCTC (Sigma 
Aldrich, Steinheim, Alemania) y 1% de aminoácidos no esenciales (Sigma-Aldrich, 
Stenheim, Alemania). Las células se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera enriquecida con 
5% CO2. Las células se separaron cuando llegaron a ser confluentes formando una 
monocapa adherente.  
 
5.1.2. Aislamiento de macrófagos peritoneales de ratón 
Los macrófagos peritoneales primarios se aislaron de ratones machos (8-12 semanas) de 
las cepas C57BL/6J o CD1 (Charles River). Para ello, los ratones se sacrificaron mediante 
dislocación cervical, y en condiciones de esterilidad se abrió la cavidad abdominal y se hizo 
una pequeña incisión en el peritoneo con unas tijeras. A continuación se introdujo una 
pipeta Pasteur y se realizaron sucesivos lavados de la cavidad peritoneal con 2 mL de PBS 
suplementado con 1% de estreptomicina. Tras la centrifugación de la suspensión celular a 
1000 r.p.m (1500 g) en una centrífuga Hermle z400K, se determinó la concentración de 
macrófagos usando un hemocitómetro y se prepararon suspensiones a 5x105/mL en medio 
completo. Finalmente, se repartieron 200 μL en cada pocillo de una placa de cultivo de 96 
pocillos (Costar, Nueva York) el día anterior a la realización del experimento de fagocitosis. 
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5.1.3. Fagocitosis in vitro 
Los macrófagos empleados en los ensayos de fagocitosis se prepararon el día anterior al 
experimento, y el procedimiento fue diferente según se usaron macrófagos de la línea 
celular RAW264.7 o macrófagos primarios peritoneales de ratón. Los macrófagos 
RAW264.7 fueron separados de las placas de cultivo mediante pipeteo continuo. Las 
células se centrifugaron a 1000 r.p.m (1500 g) en una centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus) y 
el sedimento se resuspendió en 2 mL de medio completo fresco. La densidad celular se 
estimó tras recuento en un hemocitómetro y se prepararon suspensiones celulares a 
2,5x105 células/mL. Después, se repartieron 200 μL de esta suspensión por pocillo en una 
placa de cultivo de 96 pocillos (5x104 macrófagos por pocillo). Cada condición se realizó por 
triplicado. La placa fue incubada a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2.  Los macrófagos 
de la línea celular RAW264.7 se dividen cada 12 horas, de modo que se estimó que tras la 
noche de incubación había alrededor de 105 macrófagos por pocillo. En contra, los 
macrófagos peritoneales primarios no tienen capacidad de dividirse, por lo que el día previo 
al experimento se aislaron tal y como se ha descrito anteriormente y se colocaron a una 
densidad de 105 macrófagos por pocillo.   
El día del experimento se retiró el medio y se inocularon 200 μL de una suspensión de C. 
neoformans de 106 células/mL preparada en medio de cultivo (alrededor de 2x105 levaduras 
por pocillo, lo que supuso una relación 2:1, levaduras:macrófagos) con 10 μg/ml de 
anticuerpo monoclonal IgG1 18B7 (Casadevall et al., 1992b). La fagocitosis se llevó a cabo 
durante 2 h a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2.  
 
5.1.4. Cuantificación de la fagocitosis mediante tinción con Giemsa 
Para cuantificar la fagocitosis, se realizó una tinción con Giemsa  de los macrófagos tal y 
como se describe en (Zaragoza et al., 2003b). Tras la fagocitosis (ver apartado 5.1.3), se 
retiró el medio y se añadieron 100 µL de metanol frío a cada pocillo. Trascurridos 30 min, se 
retiró el metanol y se lavaron los pocillos tres veces con 200 µL de PBS. A continuación se 
añadieron 50 µL de una dilución 1:20 de solución Giemsa comercial (Fluka, Sigma Aldrich, 
St. Louis) y se incubó a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente se retiró la 
solución de Giemsa, se lavaron los pocillos con PBS  y se añadieron 100 µL de este tampón 
a cada pocillo. Se tomaron 5 fotos por pocillo utilizando un microscopio invertido. En las 
fotografías se contaron alrededor de 50 macrófagos, y se enumeraron aquellos que 
contenían células de Cryptococcus en su interior. El índice de fagocitosis se calculó como el 
número de macrófagos infectados/número de macrófagos total x 100. 
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5.1.5. Análisis y cuantificación de citoquinas 
Para analizar la producción de citoquinas de macrófagos peritoneales primarios expuestos a 
Cryptococcus, se realizaron ensayos de fagocitosis tal y como se han descrito 
anteriormente. La placa de microdilución se incubó durante toda la noche a 37ºC en una 
atmósfera enriquecida con CO2 al 5%. Al día siguiente el contenido de los pocillos se 
transfirió a un tubo eppendorf y se centrífugó 10 min a 12000 r.p.m (13800 g) en una 
centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus) a 4ºC. Los sobrenadantes se trasfirieron a nuevos 
tubos eppendorf, los cuales se conservaron a -20ºC hasta el día de su análisis. En paralelo 
se recogieron sobrenadantes de pocillos que únicamente contenían macrófagos no 
infectados como control. 
El análisis de citoquinas se llevo a cabo con el reactivo Milliplex Map Kit Mouse Cytokine 
Magnetic Bead Panel (Millipore, MA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
muestras fueron analizadas en un Luminex 200 (Biorad) con el sofware Bioplex (Biorad). 
Las gráficas y el análisis estadístico se llevo a cabo con Graph Pad Prism 5. 
 
5.2. Modelo de ratón 
 
5.2.1. Infección intratraqueal 
Se emplearon ratones CD1 machos de 6-8 semanas de edad (Charles River Laboratories). 
Las distintas cepas de C. neoformans se inocularon en Sabouraud líquido a 30ºC con 
agitación moderada (150 r.p.m) el día previo al experimento. El día de la infección, se 
recogió 1 mL de los cultivos de levadura y tras lavarlo 2 veces con 1 mL de PBS, el 
sedimento de células se resuspendió en 1 mL de este mismo tampón. A continuación se 
estimó la concentración celular con un hemocitómetro o un contador automático de células 
(Bio-Rad TC10) y se prepararon suspensiones de levadura a una concentración de 2x106 
células/mL en PBS. Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal 
usando una mezcla de xilacina/ketamina. La mezcla se preparó con xilacina comercial 
Xilagesic 2% (Calier) y ketamina Imalgene 1000 (Merial). La xilacina se utilizó a una 
concentración de 5 mg/mL y la ketamina a una concentración de 2 mg/mL en PBS. Se 
calculo que el número de microlitros a inyectar fuera el resultado de multiplicar el peso del 
ratón en gramos por diez más 100. De esta manera los ratones recibieron una dosis de 
xilacina de 25-35 mg/kg y de ketamina de 70-90 mg/kg Para realizar la infección 
intratraqueal, se esterilizó la piel con etanol al 70% y se realizó  un pequeño corte a la altura 
de la tráquea. Una vez localizada la tráquea se inyectaron 50 µL con una jeringuilla de 1 mL 
y unas agujas de 30G. Para todos los experimentos con ratones se siguieron los protocolos 
aprobados por el Comité de Ética y Bienestar Animal del Instituto de Salud Carlos III (PA50-
2008 y PA50-2011-v2). 
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5.2.2. Aislamiento de las células de Cryptococcus del pulmón 
Para aislar las levaduras de los ratones, se realizaron infecciones tal y como se ha descrito 
en el apartado anterior, y al cabo 2-3 semanas, los ratones se sacrificaron mediante 
dislocación cervical. Los pulmones fueron extraídos en condiciones de esterilidad y se 
colocaron sobre filtros de  100 µm (BD Falcon), situados en placas petri con 10 mL de 
colagenasa a 1 mg/mL  (Roche, Mannheim, Alemania) preparada en PBS. Los pulmones se 
homogeneizaron con la ayuda de un émbolo de una jeringa de 20 mL. Se añadió 
estreptomicina al 1% a todas las soluciones y tampones con el fin de evitar contaminaciones 
bacterianas durante todo el proceso de purificación. El homogeneizado fue incubado a 37ºC 
durante 90 min con agitación cada 15-20 minutos con vortex para facilitar la disgregación 
del tejido.  A continuación, la suspensión se lavó 3 veces con agua destilada estéril para 
explotar y eliminar las células del ratón y las levaduras se suspendieron finalmente en PBS. 
 
5.2.3. Aislamiento de las células gigantes de Cryptococcus 
En algunos experimentos, se separaron las células gigantes de las células de tamaño 
normal mediante filtración utilizando filtros con un tamaño de poro de 20 µm. En este 
sistema, se ha comprobado que las células quedan retenidas en el filtro según el tamaño 
del cuerpo celular delimitado por la pared celular, y no por el tamaño de la cápsula, ya que 
al ser una estructura hidratada y flexible no tiene la rigidez suficiente para retener las células 
en el filtro. Las células retenidas en el filtro con un cuerpo celular mayor de 20  µm tuvieron 
siempre un tamaño total mayor de 30 µm al incluir el tamaño de la cápsula. Las células 
recuperadas tal y como se ha descrito en el punto 5.2.2. se filtraron a través de filtros de 20 
µm (Millipore, Irlanda) utilizando un sistema de filtración de vidrio de un diámetro de 25 mm 
acoplado a un kitasato de 100 mL (Millipore, Irlanda) y conectado a una bomba de vacío. 
Para separar las células gigantes, los filtros se sumergieron en 20-30 mL de PBS en tubos 
de 50 mL (Falcon) y se mantuvieron con agitación suave durante al menos 10 minutos. A 
continuación se sacaron los filtros del tubo con la ayuda de unas pinzas y se centrifugó 5 
minutos a 2.500 r.p.m (3500 g) (Hermle Z400K). Finalmente, se retiró el PBS y las células 
se resuspendieron en 1mL del mismo tampón para su posterior análisis.  
 
5.3. Modelo de Galleria mellonella 
5.3.1. Infección de las larvas 
Las larvas de Galleria mellonella empleadas (Mous Livebait R.J., Holanda y Alcotán, 
Valencia) fueron seleccionadas por su peso (entre 0,2 y 0,4 g) y por no presentar marcas 
oscuras en su cutícula. Las larvas fueron limpiadas con un hisopo empapado en etanol al 
70%. La inoculación se realizó a través de la última propata derecha de la larva con una 
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jeringuilla Hamilton con una aguja de 26G. Las jeringuillas fueron lavadas previamente con 
lejía diluida al 10% seguido de etanol al 70% y PBS estéril. Para realizar infecciones, las 
larvas se inocularon con 10 µl de una suspensión de Cryptococcus preparada a distintas 
densidades (desde 104 a 108 células/mL) en PBS con ampicilina a una concentración 2 
µg/ml.  
 
5.3.2. Experimentos de supervivencia 
Se inocularon 10-20 larvas por grupo tal y como se ha explicado en el punto 5.3.1. Tras la 
inoculación, las larvas fueron incubadas en placas de petri de 90 mm (Soria genlab, S.A., 
Madrid) a 37 y/o a 30ºC y el número de larvas muertas fue anotado diariamente. En 
paralelo, un grupo de larvas fue inoculado con ampicilina (2 µg/mL) preparada en PBS como 
control del daño producido por la inyección y otro grupo de larvas sin ningún tipo de 
manipulación fue llevado en paralelo como control del estado de salud de las larvas. Las 
curvas de muerte fueron realizadas con el programa Graph Pad Prism 5 (La Jolla, 
California). Todos los experimentos fueron repetidos al menos 3 veces obteniendo siempre 
resultados similares. Las gráficas que se muestran corresponden a un experimento 
representativo. 
 
5.3.3. Recuperación de levaduras de larvas infectadas 
Para recuperar las células de Cryptococcus de G. mellonella, las larvas se trituraron con la 
ayuda de filtros de 100 µm de poro (BD, Falcon, Erembodegren, Bélgica) y émbolos de 
jeringas de 20 mL (BD Plastipak, Madrid) tras distintos tiempos de infección. El 
homogeneizado fue recogido en 1 mL de PBS, lavado 2 veces con 500 µL de PBS y 
resuspendido en 150 µL del mismo tampón. A continuación se depositaron 4 µL de la 
suspensión sobre una gota de tinta china y se observaron y fotografiaron con un 
microscopio Leica DMI 3000B (Leica Microsystems). 
 
5.3.4. Fagocitosis in vivo 
Para visualizar la fagocitosis in vivo en G. mellonella, se inyectaron células de Cryptococcus 
marcadas con Calcofluor para facilitar su visualización. Para ello, se preparó una 
suspensión de levaduras a una concentración de 108 células/mL en PBS y se añadió 10 
µg/ml de Calcofluor (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) durante 30 min a 37ºC en oscuridad. 
Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron 2 veces con PBS  y se resuspendieron en el 
mismo volumen del mismo tampón. A continuación se inocularon 10 μL de levaduras a 
grupos de 3-5 larvas tal y como se ha descrito en 5.3.1 y se incubaron 2 h a 37ºC. 
Transcurridas las 2 h, se extrajo la hemolinfa de las larvas tras realizar una pequeña incisión 
con un bisturí en la parte ventral inferior de las larvas. La hemolinfa se recogió en tubos 
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eppendorf  con 100 µl de tampón antimelanizante y anticoagulante IPS (Insect Physiological 
Saline: Cloruro Sódico  150 mM, Cloruro Potásico 5 mM, Tris-HCl 10 mM pH 6,9; EDTA 10 
mM y Citrato Sódico 30 mM) o PBS frío.  Las muestras se centrifugaron a 1000 r.p.m (1500 
g) en una centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus) durante 5 min con el fin de separar los 
hemocitos de la fracción humoral. El precipitado correspondiente a los hemocitos fue 
resuspendido en 200 µL de tampón IPS y se colocaron 5 µL sobre cubreobjetos de vidrio, 
donde se mantuvieron en oscuridad 40 min a temperatura ambiente para permitir la 
adhesión de los hemocitos al vidrio. A continuación, los cubreobjetos se colocaron sobre 
portaobjetos con una gota de Fluoromount G (SouthernBiotech) y se dejaron fijar durante 10 
min antes de ser observados al microscopio de fluorescencia. Se realizaron recuentos de 
hemocitos con células de Cryptococcus en su interior y se calculó el índice de fagocitosis 
como el porcentaje de hemocitos con Cryptococcus en su interior con respecto al total de 
hemocitos contado. El resultado se expresó como la media obtenida del índice de 
fagocitosis de todas las larvas del mismo grupo. Los experimentos se realizaron por 
triplicado en distintos días.  
 
5.3.5. Determinación de la densidad de hemocitos en la hemolinfa. 
Una de las respuestas de G. mellonella tras la infección está basada en un aumento de la 
cantidad de hemocitos en la hemolinfa. Por ello, se determinó la densidad hemocitaria de 
las larvas tras la inoculación de Cryptococcus.  Para ello, se inocularon grupos de 10 larvas 
como se ha descrito en el punto 5.3.1 y tras 2 horas de incubación a 37ºC, se extrajo la 
hemolinfa tras realizar una incisión en la zona ventral de la larva. La hemolinfa fue recogida 
en tubos de 1,5 mL e inmediatamente diluida 20 veces en tampón IPS frío para prevenir su 
melanización, minimizar su coagulación y facilitar el recuento en un hemocitómetro. Los 
resultados se expresaron como la media y la desviación estándar de los datos obtenidos de 
las 10 larvas inoculadas en el mismo grupo. Las determinaciones se realizaron en 3 
experimentos independientes en días distintos.  
 
5.3.6. Preparación de extracto total de Galleria mellonella y separación de fracciones polares y 
apolares. 
En algunos experimentos se obtuvieron extractos de G. mellonella (totales, polares y 
apolares) para investigar su efecto sobre el crecimiento capsular de Cryptococcus in vitro. 
Para ello, se trituraron 30 larvas en 20 mL de PBS con la ayuda de varios filtros tal y como 
se explica en el apartado 5.3.3. El extracto se peso en un tubo universal y se centrifugó a 
2500 r.p.m (3500 g) en una centrífuga Hermle z400k durante 5 min. El extracto total se 
obtuvo tras filtrar el sobrenadante a través de filtros de 0,22 µm (Millex, Cork, Irlanda). Para 
obtener la fracción polar lipídica, se siguió el protocolo descrito en (Chrisman et al., 2011). 
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El extracto total se incubó con una mezcla de cloroformo y metanol (2:1) durante 3 h a 
temperatura ambiente y con agitación constante. Las muestras se centrifugaron durante 10 
min a 2500 r.p.m (3500 g) en una centrífuga Hermle z400k para conseguir la separación de 
fases. La fase superior se repartió en 10 tubos de 1,5 mL (100 μL por tubo) que se llevaron 
a una centrifuga de vacío  DyNA Vap (Labnet) para proceder a su deshidratación. El 
precipitado se resuspendió en 100 μL de PBS y finalmente las muestras se conservaron a 
4ºC hasta su utilización. 
 
6. Microscopía 
 
6.1. Microscopía de campo claro y epifluorescencia 
Se utilizó un microscopio de fluorescencia Leica DMI 3000B (Leica Microsystems) o bien un 
Olympus IX70 (Olympus America) para la observación de muestras y adquisición de imágenes 
en campo claro y fluorescencia. Los programas utilizados fueron LAS AF (Leica Microsystems) y 
QCapture Suite V2.68.6 (QImaging, Burnaby BC, Canada) respectivamente. Todas las 
fotografías fueron adquiridas con objetivos 40x (seco;  0.6)  o 63x (aceite; 1,25) y procesadas 
con Adobe PhotoShop 7.0 (La Jolla, California). 
 
6.2. Microscopía confocal 
En algunos casos, las muestras se visualizaron en un microscopio confocal SP5 (Leica 
Microsystems) utilizando el software LAS AF (Leica Microsystems). Las imágenes se procesaron 
con los programas ImageJ (NIH) (http://rsb.info.nih.gov/ij) y Adobe PhotoShop 7.0 (La Jolla, 
California).  
 
6.3. Microscopía electrónica de barrido 
Las células se lavaron con PBS  y se resuspendieron en solución de fijación (2% 
paraformaldehído, 2,5% glutaraldehído y cacodilato sódico 0,1 M). A continuación las células 
fueron  deshidratadas sucesivas veces con etanol y recubiertas con paladio oro y visualizadas 
en un microscopio electrónico JEOL JAM 6400 (Tokyo, Japón). 
 
6.4. Microscopia en tiempo real 
Para la realización de los videos se utilizaron dos tipos de microscopios: un microscopio de 
fluorescencia Leica CTR 4000 o un microscopio confocal SP5 Leica Microsystems con objetivo 
Nomarski, y platina monitorizada que nos permitió realizar varios videos en paralelo. Para ello se 
utilizaron placas de microdilución con fondo de plástico en el caso del microscopio de 
fluorescencia Leica CTR 4000 o con fondo de cristal (Mat Tek Corporation, Ashland, MA, USA) 
cuando se utilizó el microscopio confocal SP5. En todos los casos las placas multipocillo se 
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incubaron en una cámara acoplada al microscopio que permitió incubar a una temperatura 
determinada y mantener la placa en una atmosfera con un 5% de CO2 cuando fue necesario. En 
todos los casos se tomaron fotos cada 3-5 min durante un máximo de 18 h. Los videos se 
generaron con el software LAS AF (Leica Microsystems) y fueron procesados con ImageJ (NIH) 
(http://rsb.info.nih.gov/ij) y Adobe PhotoShop 7.0 (La Jolla, California). 
 
7. Técnicas de biología molecular 
 
7.1. Obtención y cuantificación de ADN genómico de Cryptococcus  
La extracción de ADN genómico se realizó a partir de un cultivo  de una colonia de Cryptococcus 
neoformans var. grubii en 5 mL de YPD líquido (BD Difco, Nueva Jersey) a 30ºC.  El cultivo se 
incubó durante 24 horas y se transfirió a un tubo universal de 25 mL. Las suspensiones se 
centrifugaron a 2500 r.p.m (3500 g) en una centrífuga Hermle z400k durante 10 min a 4ºC. El 
precipitado se resuspendió en 1 mL de tampón de lisis (Triton X100 2%; SDS 1%; NaCl 100 mM; 
Tris 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8.0). La suspensión se transfirió a un tubo con tapa de rosca 
de 2 mL y se añadieron 500 mg de bolas de vidrio  (425-600 μm de diámetro, Sigma Aldrich, St. 
Louis, Missouri) y 500 μL de fenol-cloroformo isoamílico (Sigma-Aldrich, St. Louis). Las células 
se rompieron mediante agitación vigorosa en un Fast-Prep-24 (M.P. Biomedicals) (dos ciclos de 
45 seg a la máxima velocidad con intervalos de 2 min en hielo). A continuación, los extractos se 
centrifugaron a 12000 r.p.m (13800 g) en una centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus) durante 10 
min y se transfirieron 400 μL del sobrenadante a un tubo de 2 mL. Se añadieron 800 μL de 
etanol absoluto y se centrifugó nuevamente a 12000 r.p.m durante 10 min. A continuación, el 
precipitado se resuspendió en 400 μL de tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 
8,0). Para eliminar el ARN, se añadió  2 μL de una solución madre de RNAsa A a una 
concentración de 10 μg/mL y se incubó  durante 5 min a 37ºC. Finalmente, se añadieron 10 μL 
de acetato de amonio 5 M y 1 mL de etanol absoluto frío para precipitar el ADN. Para favorecer 
la precipitación, el tubo se incubó a -20ºC durante una noche. Finalmente, se centrifugó a 13000 
r.p.m durante 5 min y el precipitado se lavó con etanol al 70%. Tras eliminar el sobrenadante 
con una pipeta, se dejó secar el tubo para eliminar los restos de etanol, y el precipitado se 
disolvió finalmente en 50 μL de Tampón EB (Tris 10 mM pH 8,5 Qiagen). 
La cuantificación del ADN genómico se llevó a cabo midiendo la absorbancia a 260/280 nm en 
un espectofotómetro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific). 
 
7.2. Diseño de los cebadores  
El diseño de los oligonucleotidos se realizó tal y como se describe en (Moyrand et al., 2007). Los 
oligonucleotipos (Sigma) se disolvieron  en agua MilliQ a una concentración de 100 μM. En la 
tabla 1 se muestra la secuencia de los oligonucleotidos utilizados en este trabajo.  
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Nombre Oligonucleótido Secuencia 5’3’ 
NEOCLN1r AAGACGTTGAGGAGACCTGCTCCAGGAAACAGCTATGAC 
NEOCLN1 GTCATAGCTGTTTCCTGGAGCAGGTCTCCTCAACGTCTT 
CLN1MKRf ACTCGACATCGCTTCACGTTACCAGGAAACAGCTATGAC 
CLN1-3’3 AAGTATCACCGTCCAGTTCGTG 
 
Tabla 3. Oligonucleótidos empleados para la PCR de fusión. En rojo aparece la secuencia que forma 
parte del marcador tanto en NEOCLN1r como en NEOCLN1 
 
 
7.3. Construcción de ADN recombinante mediante PCR de fusión 
Para reconstituir el mutante cln1, se fusionó el gen silvestre al marcador NEO que codifica la 
neomicina fosfotransferasa II (nptII) y que le confiere resistencia a la neomicina y geneticina (o 
G418). El gen CLN1 se amplificó a partir del ADN genómico de Cryptococcus neoformans 
variedad grubii obtenido según se ha descrito en el apartado 7.2. El fragmento NEO se amplificó 
a partir del plásmido pPZP-NEO1 (Walton et al., 2005) (Figura 2). 
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50 μL, que contenía 1X Tampón 
Phusion HF (Finnzymes), 0,5 mM  de dNTPs (Applied Biosystems), oligonucleótidos específicos 
para la amplificación a una concentración final de 0,1 μM (MKRf y NEOCLN1r para el fragmento 
NEO; y NEOCLN1 y CLN1-3’3 para el fragmento CLN1), 1 unidad de ADN polimerasa Phusion 
(Finnzymes) y 50 ng de ADN molde (genómico en el caso del fragmento CLN1 y plasmídico para 
el fragmento NEO) (Figura 2). 
La amplificación se llevo a cabo en un termociclador (Biorad, MyCycler Thermal Cycler) con un 
programa de un ciclo de 30 seg a 98ºC, seguido de 35 ciclos de 10 seg a 98ºC, y 5 min a 72ºC y 
por último un ciclo de 7 min a 72ºC. Los  productos de PCR se analizaron mediante 
electroforesis en un gel de agarosa (Sigma) al 0,8%. Para determinar el tamaño de los 
fragmentos amplificados se utilizó el marcador 1Kb (Promega). Por último, los geles se tiñeron 
mediante inmersión en una solución de bromuro de etidio (0,5 μg/mL) durante 15 minutos, y se 
visualizaron en un transiluminador conectado a un equipo de captación de imágenes (GelDoc 
2000, BioRad). Para purificar los fragmentos, los productos de PCR se separaron mediante 
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 0,8%. Las bandas 
correspondientes a los fragmentos se visualizaron tras colocar el gel sobre un transiluminador 
de luz ultravioleta, y se recortaron con la ayuda de un bisturí. La purificación del ADN de la 
agarosa se realizó con el kit QIAquick Gel extraction  (Qiagen) según las instrucciones del 
fabricante. A continuación se cuantificó la cantidad de cada fragmento midiendo la absorbancia 
a 260/280 nm en un espectofotómetro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).   
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Figura 2: Esquema de la construcción del ADN recombinante. En la parte superior se muestran 
los productos amplificados mediante PCR de forma independiente. En la parte inferior se muestra un 
esquema de la PCR de fusión. 
 
 
Para realizar la PCR de fusión, se tomaron 50 ng de cada fragmento y se utilizaron como molde 
en la segunda reacción que se llevó a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito para los 
fragmentos individuales, pero utilizando como cebadores los oligonucleótidos MKRf y CLN1-3’3 
(Figura 2). Tras la PCR de fusión, los fragmentos fueron visualizados y purificados tal y como se 
ha descrito anteriormente.  
 
7.4. Transformación biolística 
La transformación biolística es el método más eficiente para transformar C. neoformans, ya que 
otras técnicas, como la transformación con sales de litio y el choque térmico o la electroporación 
tienen rendimientos muy bajos y dan lugar a reordenaciones genómicas (Varma y Kwon-Chung, 
1994). La transformación biolística consiste en la inyección en las levaduras de bolas de oro de 
pequeño diámetro recubiertas con el ADN que se quiere integrar utilizando un sistema de 
inyección a vacío que “dispara” las bolas dentro de las levaduras. La transformación biolística se 
realizó durante una estancia de tres meses en el laboratorio del Dr. Janbon del Instituto Pasteur, 
según el protocolo descrito en (Moyrand et al., 2004). 
 
7.4.1. Preparación de las bolas de oro 
Se pesaron 60 mg de bolas de oro de 0,6 μm (Biorad) en un criotubo de 1,5 mL, y se les 
añadió 1mL de etanol absoluto. La mezcla se agitó en un vortex a máxima velocidad 
durante 3 min y a continuación se centrifugó 1 min a 13000 r.p.m (12000 g) en una 
centrífuga mini Spin Eppendorf (Biotek). Tras eliminar el sobrenadante, las bolas se lavaron  
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2 veces en  1 mL de agua destilada estéril y finalmente se conservaron a temperatura 
ambiente en 1 mL de agua destilada estéril hasta su uso. 
 
7.4.2. Preparación de las muestras  
Para cubrir las bolas con el producto de PCR, se tomaron 70 μL de la suspensión de bolas 
tras agitarlas vigorosamente durante 3 min en un vortex y se dejaron decantar en un tubo de 
1,5 mL. Tras retirar los 20 μL superficiales del sobrenandante, se añadieron 10 μL del ADN 
de fusión (obtenido tal y como se explica en el punto 7.3), 50 μL de 2,5 M CaCl2 frío (Sigma) 
y 10 μL de Espermidina 1M fría (Sigma). La mezcla se agitó durante 10 min en un vortex. A 
continuación se dejó sedimentar las bolas en la poyata durante 3 min y se procedió a 
realizar los lavados. Primero se centrifugó 45 seg a 13000 r.p.m (12000 g) en una centrífuga 
mini Spin Eppendorf (Biotek), se retiró el sobrenadante y se resuspendió en 500 μL de 
etanol al 70%. Se centrifugó nuevamente y tras retirar el sobrenadante se añadieron 500 μL 
de etanol absoluto y se centrifugó una vez más. Finalmente se retiró el sobrenadante y las 
bolas se resuspendieron en un volumen final de 50 μL de etanol absoluto. 
Este protocolo se realizó en paralelo con una suspensión de bolas a las que no se les 
añadió ADN como control negativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.  Trasformación biolística. (A) Siembra en forma de estrella de las levaduras (B) 
Macrocarrier (pieza metálica) con microcarrier ajustado (lamina color cobre) donde se colocan las 
bolas de oro recubiertas con el ADN. El macrocarrier se coloca sobre papel absorbente y silica para 
conseguir que se seque por completo antes de su utilización (C) Disparador de partículas de Biorad 
modelo PDS-1000 utilizado para la trasformación biolística 
 
7.4.3. Preparación de las células 
Se inoculó una colonia del mutante cln1 en 100 mL de YPD líquido con agitación a 30ºC 
durante la noche. El cultivo se centrifugó durante 5 min a 4000 r.p.m y el precipitado se 
resuspendió en 5 mL de tampón de regeneración (D-Sorbitol 1M (Sigma), D-Manitol 1M 
(Panreac), YNB sin aminoácidos 0,9% (BD), Glucosa 2,6% (Sigma), extracto de levaduras 
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0,0267% (BD), Peptona 0,054% (BD) y Gelatina 0,133% (Sigma)). A continuación se 
tomaron 200 μL de dicha suspensión y se colocaron en forma de estrella en el centro de 
placas de 90 mm de YPD sólido (ver Figura 3 A) y se dejó secar por completo en una 
campana. 
 
7.4.4. Transformación biolística  
La transfomación biolística se realizó con un disparador de partículas de Biorad modelo 
PDS-1000 utilizando discos de ruptura de 1100 psi (Biorad) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se realizaron 4 disparos, uno en cada placa. Además, se realizó un disparo en 
otra placa con bolas no cubiertas de ADN como control negativo.  
Las bolas recubiertas con el ADN se depositaron en los macrocarriers que se insertaron en 
los soportes (“macrocarriers Holders”) y se acoplaron a la cámara de disparo (Figura 3 B, 
C). 
Realizados los disparos, las placas se incubaron 4 h a 30ºC y a continuación se recogieron 
las levaduras lavando el agar con 800 μL de PBS estéril mediante sucesivos pipeteos o con 
ayuda de un asa de siembra. Finalmente, se tomaron alícuotas de 200 μL y se sembraron 
en cuatro placas de YPD suplementado con Geneticina (200 μg/mL). Se sembraron 4 
placas por cada placa de disparo. Las placas se incubaron a 30ºC durante 2-5 días. 
 
7.5. Comprobación de la incorporación del ADN de fusión 
Las colonias obtenidas en el apartado anterior se aislaron y se purificaron tras sembrarlas de 
nuevo en placas de YPD sólido con Geneticina (200 μg/mL) y de ahí se transfirieron a  YPD 
líquido durante 24 horas a 30ºC con agitación para proceder a la extracción de ADN genómico 
tal y como se describió en el punto 7.1.   
La integración del gen silvestre en el mutante cln1 se comprobó mediante PCR usando los 
oligonucleótidos NEOCLN1 y CLN1-3’3. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen 
total de 50 μL, que contenían PCR Buffer II 1x (Applied Biosystems), MgCl2 2 mM, dNTP mix 
(Applied Biosystems) 0,5 mM, los oligonucleotidos a una concentración final de 0,1 μM 
(NEOCLN1 y CLN1-3’3), 1,25 unidades de AmpliTaq ADN polimerasa y 50 ng de ADN 
genómico. La amplificación se llevo a cabo en un termociclador (Biorad, MyCycler Thermal 
Cycler) con un programa de un ciclo de 5 min a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 15 seg a 95ºC, y 5 
min a 68ºC  y por último un ciclo de 7 min a 68ºC. Los  productos de PCR se analizaron por 
electroforesis en un gel de agarosa (Sigma) al 0,8% (Figura 3). Para determinar el tamaño de los 
fragmentos amplificados se utilizó el marcador 1 Kb (Promega). Por último los geles se tiñeron 
mediante inmersión en bromuro de etidio a 0,5 μg/mL durante 15 minutos, y se visualizaron en 
un transiluminador conectado a un equipo de captación de imágenes (GelDoc 2000, BioRad). 
Como control negativo se empleó ADN genómico de la cepa mutante cln1 y como control 
  66 
positivo ADN genómico de la cepa silvestre de Cryptococcus neoformans var. grubii H99 (Figura 
4) 
 
 
 
Figura 4. Gel de agarosa 0,8% donde se muestra el producto de 
PCR resultado de la amplificación del gen CLN1 en la cepa 
silvestre (H99), en la cepa mutante de ciclina (cln1) y en la cepa 
reconstituída (cln1::CLN1). 
 
 
 
 
8. Técnicas de proteómica 
 
8.1. Preparación y cuantificación de extractos de proteínas  
Para investigar las diferencias en los perfiles de proteínas entre el mutante cln1 y la cepa 
silvestre, se realizaron estudios de proteómica. Para ello, células de estas dos cepas se 
inocularon en 10 mL de Sabouraud líquido y tras una noche de crecimiento a 30ºC, se 
transfirieron a 50 mL de medio de inducción de la cápsula (10% Sabouraud tamponado con 
MOPS 50 mM a pH 7,3) a una concentración de 107 células/mL. Tras 6 horas de incubación a 
30ºC, los cultivos se centrifugaron durante 10 min a 2500 r.p.m y el precipitado se resuspendió 
en 2 mL de Tampón de lisis de proteínas (EDTA 5 mM, 1x de un cocktail de inhibidores de 
proteasas (Complete, Roche, Indianapolis) en tampón TE (10 mM Tris HCl pH 8, EDTA 1mM)). 
A continuación dicha suspensión se separó en alícuotas de 1 mL en 2 tubos de rosca de 2 mL. A 
esta suspensión se le añadieron 500 mg de bolas de vidrio  de 425-600 μm de diámetro (Sigma 
Aldrich, St. Louis, Missouri) y se agitaron vigorosamente en un Fast-Prep. Para la rotura, se 
realizaron 6 ciclos de 20 seg a máxima velocidad con intervalos de 4 min en hielo. Finalmente 
los tubos de centrifugaron a 4ºC durante 10 minutos y el sobrenadante se trasfirió a nuevos 
tubos. 
La cuantificación de las proteínas se realizó por el método de Bradford (Bradford, 1976) usando 
el kit Bradford Protein Assay (BioRad, München, Alemania). Para obtener una recta de 
calibración, se utilizó albúmina bovina (0, 2, 4, 6, 8 y 10 microgramos por pocillo).   
 
8.2. Geles DIGE y análisis 
Las muestras de proteínas fueron analizadas en el servicio de Proteómica de la UCM-UPM 
(miembro de la red ProteoRed-ISCIII). Las muestras se purificaron con el reactivo de limpieza 
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2D-Clean Up (GE Healthcare). La cuantificación por Bradford fue confirmada por SDS-PAGE al 
10% y teñido con Azul de Coomassie coloidal.  
A continuación se realizó una mezcla de las 4 replicas de cada muestra con 100 μg de proteína 
y se realizaron los geles 2D-PAGE. Para visualizar las proteínas, los geles fueron teñidos con 
Azul de Coomassie Coloidal (CCB) y posteriormente escaneados. La mitad de las réplicas 
biológicas por condición fueron marcadas con Cy3 y la otra mitad con Cy5. A continuación se 
escanearon los geles en un escáner de fluorescencia (Typhoom Trio, GE, Healthcare) 
utilizándose los filtros de excitación/emisión correspondientes a cada fluorocromo (Cy3: 532/580, 
Cy5: 633/670 y Cy2:488/520 nm de longitud de onda). Los geles DIGE, una vez escaneados con 
el escáner de fluorescencia, se tiñeron con Coomassie coloidal.  
Las imágenes obtenidas del escáner Typhoom Trio fueron recortadas usando el software 
ImageQuant v5.1 (GE Healthcare) e importadas a la base de datos de Oracle que posee el 
software DeCyder v6.5 (GE Healthcare). Tras realizar el emparejamiento de las manchas de 
forma automática, se repasó y/o modificó aquellos emparejamientos que no fueron realizados 
correctamente de forma manual. A las manchas proteicas así seleccionadas se les aplicó 
distintos tratamientos estadísticos como el análisis de componentes principales y el análisis de 
agrupamiento jerárquico para obtener así el número definitivo de proteínas para identificar 
mediante espectrometría de Masas con un 4800 MALDI TOF/TOF. La identificación de los picos 
se realizó en la base de datos NCBI con restricción taxonómica en yeast. 
 
9. Técnicas bioinformáticas 
 
9.1. Identificación de genes que codifican posibles ciclinas de G1/S de Cryptococcus por 
homología de secuencia con Cln1 de Ustilago maydis.  
La secuencia de la proteína Cln1 de Cryptococcus neoformans se identificó por homología con 
la proteína Cln1 de Ustilago maydis (Castillo-Lluva y Perez-Martin, 2005). Esta levadura es un 
basidiomiceto patógeno de plantas en el cual el ciclo celular ha sido caracterizado por el grupo 
del Dr. José Pérez Martín. La secuencia de esta proteína se utilizó para hacer una comparación 
con las proteínas de Cryptococcus neoformans var. grubii (cepa H99) depositada en la base de 
datos de Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/ 
cryptococcus_neoformans/MultiHome.html). De esta manera, se identificó el marco abierto de 
lectura (open reading frame, ORF) CNAG_06092, que ya estaba anotado como una ciclina. 
Posteriormente a nuestra identificación, esta proteína ha sido caracterizada a nivel funcional 
como una ciclina de G1/S en C. neoformans por el grupo del Dr. Takeo en Chiba, Japón 
(Virtudazo et al., 2010) y en consecuencia se ha denominado definitivamente como Cln1. 
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9.2. Identificación de genes únicos en Cryptococcus neoformans y genes con origen 
filogenético común a genes CAP 
En colaboración con el grupo del Dr. Gabaldón del Centro de Regulación Genómica (CRG, 
Barcelona), se realizaron comparaciones genómicas con el objeto de identificar genes 
involucrados en la síntesis de la cápsula. Para ello, se identificaron genes de Cryptococcus 
neoformans que cumplieran con estas dos premisas: (1) Cryptococcus neoformans es la única 
levadura que tiene cápsula, por ello identificamos genes presentes en Cryptococcus y no en 
otras hongos, ya que entre ellos deben existir algunos involucrados en la síntesis y/o ensamblaje 
de la cápsula. (2) Los genes que evolucionan de forma conjunta suelen tener funciones similares 
(Chen y Jeong, 2000; Gabaldon, 2008), por ello decidimos buscar genes que hubieran 
evolucionado de forma conjunta a genes ya conocidos involucrados en la síntesis de la cápsula 
de Cryptococcus, como son los genes CAP.  Se escogieron CAP59 y CAP10 ya que tienen un 
perfil muy parecido, y básicamente indican presencia general en el género pero con perdidas 
totales en Zygomycota, Taphrinomycota y Saccharomycotina. 
En primer lugar se compararon 60 proteomas de hongos, incluyendo levaduras y hongos 
filamentosos, con el proteoma de Cryptococcus neoformans var. grubii  (Anexo 1, ver tabla 4 en 
Resultados) y se definieron los “orpans”, es decir, proteínas de C. neoformans que no tuvieran 
identidad con un valor E < 10-5 con proteínas de otros hongos. A continuación identificamos qué 
mutantes carentes de dichas proteínas estaban disponibles en la colección de mutantes de C. 
neoformans depositada en la ATCC y disponible en nuestro laboratorio (ver Anexo 2). Para la 
identificación de proteínas con origen filogenético común a Cap59/10, se realizó la misma 
comparación de proteomas pero esta vez, nos fijamos en aquellos que tuvieran una identidad 
con un valor E <10-5 con  los genes CAP59/CAP10. Se detectaron aquellas proteínas que 
tuvieran perfiles filogenéticos similares a las proteínas Cap59/10. Del mismo modo se buscaron 
los mutantes para aquellas proteínas en la colección de mutantes de C. neoformans.  
Además, para investigar la posible función bioquímica y localización de las proteínas 
identificadas, la secuencia se analizó en las bases de datos PFAM/INTERPRO 
(http://pfam.sanger.ac.uk/;  http://www.ebi.ac.uk /interpro/) y SignalP 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 
  
10.  Estadística 
Las diferencias de tamaños de las células fueron analizadas mediante la prueba t de Student 
con el programa Graph Pad Prism 5 (La Jolla, California) y la correlación entre el tamaño de la 
cápsula y el tamaño del cuerpo celular fue analizada mediante una correlación de Pearson con 
el programa Graph Pad Prism 5 (La Jolla, California). Las curvas de supervivencia se ajustaron 
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utilizando el método de Kaplan-Meier y las diferencias en supervivencia se analizaron con el test 
long-rank. En todos los casos un valor p<0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 
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Para estudiar la función de la morfogénesis de Cryptococcus durante la infección se han seguido 
distintas líneas que aparecen expuestas en esta memoria en diferentes secciones. Inicialmente se 
ha estudiado el primer cambio morfológico que experimenta dicho patógeno durante las primeras 
horas de interacción con el huésped, que es el incremento del tamaño de la cápsula. A 
continuación, se ha estudiado la formación de células gigantes en Cryptococcus. En esta parte del 
trabajo, se ha llevado a cabo una caracterización fenotípica de estas células en C. neoformans y C. 
gattii, y se ha estudiado su interacción con el huéped.  
 
Sección I: Incremento de la cápsula en Cryptococcus neoformans 
 
El incremento del tamaño de la cápsula de C. neoformans es un proceso que tiene lugar en las 
primeras horas durante la interacción con el huésped, y se ha descrito principalmente en roedores. 
Sin embargo, Cryptococcus neoformans es un patógeno ambiental capaz de infectar diferentes 
tipos de huéspedes, y por ello, quisimos estudiar la morfogénesis de C. neoformans durante la 
interacción con un huésped no mamífero como es el lepidóptero Galleria mellonella. Además, 
llevamos a cabo diferentes estrategias para identificar los mecanismos moleculares que regulan el 
crecimiento capsular.  
 
1. Estudio del incremento capsular utilizando el modelo animal de Galleria mellonella 
 
El crecimiento de la cápsula se ha descrito durante la interacción de Cryptococcus con huéspedes 
mamíferos. Cryptococcus puede además interaccionar con huéspedes ambientales, y dicha 
interacción es importante ya que se piensa que estos encuentros le han permitido adquirir los 
rasgos necesarios para causar infección en mamíferos. Por ello, decidimos estudiar si dichos 
cambios morfológicos ocurrían también durante la infección en el lepidóptero G. mellonella, modelo 
en el que ya se había estudiado la virulencia de C. neoformans (Mylonakis et al., 2005). La 
utilización de este modelo tiene la ventaja adicional de minimizar los problemas bioéticos asociados 
a la experimentación animal con mamíferos, y permite el empleo de un gran número de individuos 
por experimento debido a su fácil manejo y su reducido coste.  
 
1.1.- Interacción del huésped invertebrado Galleria mellonella con Cryptococcus neoformans 
 
Para caracterizar la interacción entre G. mellonella y C. neoformans, en primer lugar intentamos 
reproducir el modelo de infección descrito en la literatura (Mylonakis et al., 2005) e investigamos 
aspectos de la respuesta inmune de las larvas durante la infección por C. neoformans. Para ello, 
inoculamos larvas con distintas dosis de C. neoformans variedad grubii (cepa H99) y observamos 
que las larvas desarrollaban infección y morían. La tasa de mortalidad varió según la dosis, de 
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manera que cuando las larvas se inocularon con 102 células/larva (dosis baja), el 50% de 
mortalidad se produjo en el día 9. En cambio, en larvas inoculadas con 105 células/larva, el 50% de 
las larvas murieron en el día 5 (Figura 5A).  
Galleria mellonella induce una respuesta inmune innata frente a la infección, constituída entre otros 
por un aumento de la densidad hemocitaria (Bergin et al., 2003; Brennan et al., 2002). Por ello, 
cuantificamos el número de hemocitos en la hemolinfa a distintos tiempos tras la inoculación de 104 
células/larva de C. neoformans. Observamos que dichas larvas aumentaban hasta 7 veces el 
número de hemocitos presentes en la hemolinfa tras 2 h de la inoculación (p<0,05). Sin embargo, 
esta respuesta no se mantuvo en el tiempo, ya que pese a que la densidad hemocitaria fue siempre 
superior en las larvas inoculadas con C. neoformans que en aquellas inoculadas con PBS, las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas a los 2 y 5 dias de infección  (Figura 5B). 
Además, evaluamos un mutante acapsular y su cepa parental (cap59 y B3501, respectivamente) y 
no observamos diferencias estadísticamente significativas en la densidad hemocitaria entre las 
larvas infectadas con estas cepas, lo que indica que esta respuesta es independiente de la cápsula 
(p>0,05) (Figura 5C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Virulencia de C. neoformans en G. mellonella y densidad hemocitaria de las larvas tras la 
infección con C. neoformans. (A) Supervivencia de las larvas de G. mellonella inoculadas con diferentes 
dosis de C. neoformans (cepa H99). (B) Densidad hemocitaria de las larvas tras 2h, 2d y 5d de infección con 
10
4
 celulas de C. neoformans (barras blancas) o con PBS (barras negras). Las barras representan la 
densidad hemocitaria media de 5 larvas. (C) Promedio de la densidad hemocitaria de 5 larvas infectadas con 
distintas cepas de C. neoformans. Todos los experimentos se repitieron al menos 3 veces. 
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También infectamos larvas de G. mellonella con células de C. neoformans muertas por calor y 
observamos que la densidad hemocitaria no sufría variaciones significativas respecto a la densidad 
hemocitaria cuantificada en las larvas inoculadas con PBS (resultados no mostrados). 
1.2.- Morfogénesis de Cryptococcus neoformans durante la infección de Galleria mellonella 
 
A continuación investigamos los cambios morfológicos de C. neoformans durante la infección de G. 
mellonella, y para ello medimos el tamaño total (incluida la cápsula), el tamaño del cuerpo celular 
(delimitado por la pared celular) y la cápsula de células recuperadas de larvas a distintos tiempos 
tras la infección. Los tamaños de las  células crecidas en Sabouraud durante la noche previa al 
experimento y utilizadas para infectar a las larvas se tomaron como tiempo cero de la infección.  
 
Figura 6. Cinética de tamaños de las células recuperadas de las larvas a diferentes días de la 
infección. (A) Distribución del tamaño total, cuerpo celular y cápsula de las células de C. neoformans 
crecidas en Sabouraud (T=0) y recuperadas de G. mellonella a distintos tiempos tras su inoculación con 10
5 
células/larva. (B) Fotos representativas de suspensiones de tinta china de las células de C. neoformans 
recuperadas a los distintos tiempos de G. mellonella. La escala en el primer panel aplica al resto de paneles. 
 
El tamaño medio de las células de C. neoformans recuperadas aumentó a todos los tiempos 
(Figura 6). Este incremento se debió tanto a un aumento del tamaño del cuerpo celular como a un 
aumento en el tamaño de la capsula al compararlos con los tamaños de las células crecidas in vitro 
(p<0,05) (Figura 6). 
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1.3.- Efecto del crecimiento capsular en la fagocitosis 
 
A continuación investigamos si el crecimiento capsular jugaba un papel en la virulencia de C. 
neoformans en G. mellonella. Por ello, estudiamos el efecto del incremento capsular sobre la 
fagocitosis. Para este propósito indujimos in vitro el crecimiento capsular de C. neoformans 
mediante su incubación en 10% Sabouraud a pH neutro (ver Material y métodos). Cuando se 
infectaron las larvas con células de C. neoformans incubadas en Sabouraud líquido observamos 
que aproximadamente un 20% de los hemocitos contenían C. neoformans tras 2 horas de 
incubación (Figura 7). Por el contrario, las células con la cápsula inducida no fueron fagocitadas 
(Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Fagocitosis de C. neoformans por hemocitos de G. mellonella. Células de C. neoformans 
(H99) crecidas en (A) condiciones regulares (B) medio de inducción de la cápsula (10% Sabouraud 
tamponado en MOPS a pH neutro). (C) Porcentaje de hemocitos con células de C. neoformans en su interior 
con cápsula pequeña (Sabouraud) y con cápsula grande (inducida en 10% Sabouraud tamponado en MOPS 
a pH neutro). El asterisco indica un valor p < 0,05. (D) Imagen de un hemocito con una célula de C. 
neoformans en su interior. 
 
Para confirmar que la cápsula tiene un efecto inhibitorio de la fagocitosis llevada a cabo por los 
hemocitos, infectamos larvas con dos cepas de C. neoformans (H99 y B3501) y con el mutante 
acapsular cap59 (cepa C536). Como se observa en la figura 8, el porcentaje de fagocitosis 
aumentó hasta el 30% cuando se empleó la cepa deficiente en cápsula (p<0,05). Sin embargo, no 
se encontraron diferencias cuando se emplearon las cepas de C. neoformans variedad grubii H99 o 
C. neoformans variedad neoformans B3501 (Figura 8). 
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Figura 8. Fagocitosis in vivo de distintas cepas de C. neoformans 
con cápsula (H99 y B3501) y el mutante acapsular cap59. El 
asterisco indica un valor p < 0,05. 
 
 
 
 
Sin embargo, cuando comparamos la supervivencia de larvas infectadas con células con cápsula 
pequeña y células con cápsula grande no observamos ninguna diferencia (Figura 9), indicando que 
la fagocitosis inicial no predice el curso de la infección.  
 
Figura 9.  Curvas de supervivencia de larvas de G. mellonella 
infectadas con 10
5
 células de C. neoformans con cápsula 
pequeña (●) y con cápsula grande (). Un grupo de larvas 
fue inoculado con PBS en paralelo como control (▲). 
 
 
 
 
 
 
1.4.- Influencia de la temperatura en la morfogénesis de C. neoformans en G. mellonella 
 
En anteriores estudios se demostró que C. neoformans es menos virulento en G. mellonella cuando 
las larvas se mantienen a 30ºC tras la infección comparado con la incubación a 37ºC (Mylonakis 
2005). Por ello investigamos si esta diferencia en virulencia se correlacionaba con diferencias en la 
morfogénesis durante la infección. En primer lugar reprodujimos la virulencia de C. neoformans en 
G. mellonella a ambas temperaturas, confirmando que la virulencia de la levadura era mayor a 
37ºC (Figura 10 A). 
A continuación quisimos saber si la diferencia de virulencia se correlacionaba con el  crecimiento 
de la levadura a ambas temperaturas. Por ello, realizamos curvas de crecimiento en Sabouraud 
líquido a 30 y 37ºC (Figura 10 B). Como se observa en la figura 10 B, C. neoformans creció mejor a 
30ºC que a 37ºC.  
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Figura 10. Efecto de la temperatura sobre la virulencia y crecimiento capsular de C. neoformans 
durante la infección en G. mellonella. (A) Curvas de supervivencia de G. mellonella inoculadas con 10
4
 
células de C. neoformans H99  incubadas a 30ºC (▼) y 37ºC (▲). Un grupo inoculado con PBS fue incubado 
a 30ºC (●) y otro a 37ºC () como control (B) Curvas de crecimiento de C. neoformans H99 a 30ºC (línea 
negra) y 37ºC (línea gris de puntos) durante 48h (C) Fagocitosis in vivo de C. neoformans H99 a 30 y 37ºC. 
El asterisco indica un valor p < 0,05.  
 
En paralelo, estudiamos si la fagocitosis de C. neoformans estaba afectada por la temperatura de 
incubación de las larvas tras la infección. Para ello, inoculamos 2 grupos de larvas con 106 células 
de C. neoformans previamente teñidas con Calcofluor (ver Material y métodos) y las incubamos a 
las dos temperaturas. Tras 2 horas de incubación, se extrajo la hemolinfa de 3 larvas de cada 
grupo para cuantificar la fagocitosis. Observamos que la fagocitosis ocurría de forma más eficiente 
a 30ºC que a 37ºC (p=0,0011), lo que sugiere que la inmunidad de las larvas está afectada a 37ºC.  
A continuación quisimos comprobar si la virulencia a diferentes temperaturas se correlacionaba con 
la magnitud de los cambios morfológicos. Para ello, infectamos dos grupos larvas con C. 
neoformans, y se incubaron a 30 y 37ºC. Al cabo de 3 dias de infección, aislamos las levaduras y 
observamos su morfología al microscopio. Cryptococcus neoformans experimentó un aumento 
tanto en el tamaño del cuerpo celular como en el de la cápsula a ambas temperaturas (Figura 11). 
Sin embargo, este incremento fue estadísticamente mayor en las células recuperadas de larvas 
incubadas a 37ºC que en aquellas incubadas a 30ºC (p<0,05) (Figura 11). 
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Figura 11. Distribución del tamaño total, tamaño del cuerpo celular y cápsula  de células de C. neoformans 
crecidas en Sabouraud (Sab) y recuperadas de G. mellonella a distintas temperaturas (30 y 37ºC) tras 3 días 
de infección. La línea horizontal en cada grupo señala la media del tamaño en esa condición. 
 
1.5.- Cambios en la estructura de la cápsula durante la infección en G. mellonella. 
 
Además de cambiar de tamaño, la cápsula sufre cambios en su estructura durante la infección 
(Garcia-Hermoso et al., 2004). Por ello, investigamos si durante la infección de G. mellonella se 
producía también cambios estructurales de la cápsula. Para ello, teñimos la cápsula de células 
crecidas in vitro y de células recuperadas de las larvas con el anticuerpo monoclonal IgG1 18B7 
conjugado al fluoróforo Alexa-488 y comparamos los patrones de fluorescencia (Figura 12). En 
estos experimentos, la pared celular fue teñida con Uvitex (fluorescencia azul, ver materiales y  
métodos). En todos los casos, encontramos un patrón de fluorescencia anular y homogéneo 
alrededor del cuerpo celular (Figura 12).  
Sin embargo, observamos diferencias en el lugar de unión del anticuerpo. En las células 
recuperadas de G. mellonella, el anticuerpo monoclonal se unió principalmente a la región más 
externa de la cápsula, encontrando poca o ninguna señal de fluorescencia en la región más 
próxima a la pared celular (Figura 12). 
 
Figura 12. Inmunofluorescencia de la cápsula de 
células de C. neoformans crecidas in vitro 
(izquierda) y recuperadas de G. mellonella 
(derecha). La pared celular aparece marcada en 
azul por el Uvitex, mientras que la cápsula 
aparece en verde debido a la unión del anticuerpo 
monoclonal IgG1 18B7 conjugado al fluoróforo 
Alexa-488. La barra de escala aplica a los 2 
paneles. 
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Estos resultados sugieren que la infección en G. mellonella está asociada  un incremento en la 
densidad de la cápsula  que reduce la permeabilidad e impide la penetración de determinadas 
moléculas hacia regiones cercanas a la pared celular. Para confirmar esta posibilidad, investigamos 
la internalización de un dextrano fluorescente de 70 KDa en la cápsula. Para ello, realizamos fotos 
de las suspensiones de tinta china (con el fin de visualizar los límites de la pared celular y de la 
cápsula) en campo claro y con el filtro rojo (600 nm) para ver la rodamina (con el fin de observar la 
penertración del dextrano, fluorescencia roja).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Permeabilidad de la cápsula. Penetración del dextrano fluorescente de 70 kDa en la cápsula. 
(A) El panel superior se muestra una célula de C. neoformans de las crecidas en Sabouraud, mientras que el 
panel inferior se muestra una célula de las recuperadas de G. mellonella (B) Índice de permeabilidad 
calculado para las células crecidas in vitro (Sabouraud) y para las células recuperadas de G. mellonella 
(Galleria). El asterisco indica un valor p < 0,001. 
  
En las células crecidas in vitro, el dextrano penetró en la cápsula hasta las regiones más internas, 
cercanas a la pared celular, llegándose a cuantificar una penetración de aproximadamente el 75% 
del diámetro de la cápsula (Figura 13). Sin embargo, en las células recuperadas de G. mellonella, 
el dextrano no pudo penetrar hasta las regiones más internas de la cápsula, cuantificándose una 
penetración de tan solo el 45% del diámetro de la cápsula (Figura 13). Estos resultados confirman 
una reducción en la permeabilidad de la cápsula consistente con el aumento de la densidad de la 
misma observada tras el paso por el huésped. 
 
1.6.- Identificación de elementos de G. mellonella que inducen el crecimiento capsular 
 
Además de los experimentos in vivo, llevamos a cabo experimentos in vitro para identificar qué 
moléculas de G. mellonella son las responsables de inducir el crecimiento capsular. Además de un 
extracto de larvas completo, investigamos también la fracción lipídica polar de dicho extracto,  ya 
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que fracciones similares de Acanthamoeba castellanii y macrófagos murinos inducen el crecimiento 
capsular de C. neoformans (Chrisman et al., 2011). En paralelo se utilizó Sabouraud líquido, PBS y 
10% Sabouraud (pH 7,3). En primer lugar se analizó el crecimiento de C. neoformans en las 
diferentes fracciones y/o medios (Figura 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Curvas de crecimiento de C. neoformans H99 en diferentes extractos preparados a partir de 
larvas de G. mellonella. Extracto lipídico polar del extracto completo de larvas de G. mellonella (extracto LP), 
Sabouraud (sab), extracto completo de G. mellonella (gal), PBS (PBS) y medio inductor de cápsula (mops) a 
37ºC. 
 
Cryptococcus neoformans creció de manera similar en los medios analizados, excepto en PBS, 
donde no hubo crecimiento. Cuando analizamos el tamaño de las células tras 10 días de 
incubación en los medios descritos, observamos que la incubación de C. neoformans en extracto 
completo de G. mellonella, así como en la fracción polar lipídica, resultó en un aumento del tamaño 
total de las células, el cual se debió tanto a un aumento en el tamaño del cuerpo celular como a un 
aumento en el tamaño de la cápsula (Figura 15). Las células incubadas en PBS mostraron una 
disminución de su tamaño. Curiosamente, el aumento del tamaño de la cápsula observado en las 
células incubadas en la fracción polar lipídica fue similar al observado en las células incubadas en 
el medio inductor de cápsula (Sabouraud diluido y tamponado a pH neutro) (Figura 15). 
La observación de los mismos cambios en tamaño y estructura de la cápsula de C. neoformans 
durante la infección en ratón y en las larvas de G. mellonella nos ha permitido validar la utilización 
de este modelo no vertebrado para el estudio de la morfogénesis de C. neoformans así como 
factores del huésped responsables de la inducción de cápsula. 
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Figura 15. Distribución del tamaño total, cuerpo celular y cápsula de las células de C. neoformans H99 
crecidas en los distintos extractos y/o medios a 37ºC  durante 10 días. Sabouraud líquido (sab), medio 
inductor de cápsula (10% Sabouraud en MOPS a pH 7,3) (mops), extracto completo obtenido a partir de un 
homogeneizado de larvas de G. mellonella (gal), fase polar lipídica del extracto completo de G. mellonella 
(extracto PL) y tampón PBS (PBS). 
 
2.- Identificación de elementos involucrados en el crecimiento capsular 
 
La cápsula es el principal factor de virulencia de C. neoformans y pese a que en los años 90 se 
describieron los primeros genes necesarios para su síntesis, todavía se desconocen los 
mecanismos involucrados en el crecimiento capsular. Por ello, diseñamos una estrategia para la 
identificación de elementos involucrados en la síntesis y en el crecimiento de la cápsula. Además 
planteamos una hipótesis sobre la regulación del crecimiento de la cápsula y su posible relación 
con el ciclo celular en C. neoformans. 
 
2.1.- Abordaje genómico para identificar genes involucrados en la síntesis y/o crecimiento 
de la cápsula 
 
Para llevar a cabo la identificación de posibles nuevos genes involucrados en la morfogénesis de la 
cápsula de C. neoformans se colaboró con el grupo del Dr. Gabaldón del CRG de Barcelona. 
Mediante la utilización de herramientas bioinformáticas y un abordaje genómico, se realizó una 
comparación de 60 genomas de hongos (Anexo 1) con el fin de identificar en C. neoformans genes 
que cumplieran las siguientes premisas: (1) Cryptococcus es el único género de levaduras que 
presenta una cápsula, de modo que pensamos que deben existir genes involucrados en la síntesis 
de la cápsula que sólo se encuentren en esta levadura y no en otros géneros. (2) Genes con la 
misma función suelen tener una evolución similar (Chen y Jeong, 2000; Gabaldon, 2008), por lo 
que buscamos genes que hubieran evolucionado de manera similar a los genes CAP, en concreto 
a CAP59/CAP10, que son genes ya descritos como imprescindibles en la síntesis de la cápsula de 
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C. neoformans (Chang y Kwon-Chung, 1994; Chang y Kwon-Chung, 1998; Chang y Kwon-Chung, 
1999; Chang et al., 1996). 
Con ello obtuvimos un total de 1502 proteínas con posible origen único en C. neoformans. De ellos, 
nos centramos en aquellas proteínas secretadas o con señales de secreción, ya que la cápsula es 
una estructura extracelular, y pensamos que en el ensamblaje y síntesis de la cápsula deben 
participar proteinas de localización extracelular. Para ello, la secuencia proteíca fue analizada con 
SignalP, y se identificaron 122 proteínas secretadas o con péptido señal de secreción (Figura 16). 
Por otro lado, obtuvimos un total de 46 genes con perfil evolutivo común a los genes 
CAP59/CAP10, y nuevamente 10 de ellas fueron identificadas como proteínas secretadas o con 
péptido señal de secreción (Figura 16). 
En la ATCC existe una colección de aproximadamente 1200 mutantes de C. neoformans obtenidos 
mediante mutagénesis dirigida por transformación biolística (Liu et al., 2008), la cual está diponible 
en nuestro laboratorio. De forma que de esas 1502 posibles proteínas con origen único en C. 
neoformans, existen 23 mutantes disponibles en la mencionada colección, aunque tan sólo 2 de 
ellas cumplían el requisito de ser proteínas secretadas o con señal de secreción (Figura 16). Por 
otro lado también encontramos en la colección 10 mutantes de las 46 proteínas identificadas con 
origen filogenético común a genes CAP59/CAP10, teniendo 2 de ellas péptido señal de secreción  
(Tabla 4). Curiosamente, 6 de las 10 proteínas ya habían sido descritas o al menos anotadas en 
Genebank como proteínas relacionadas con la cápsula de C. neoformans, lo que validaba la 
estrategia seguida para la identificación de nuevos genes implicados en este proceso (Figura 16, 
Tabla 4). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Esquema del abordaje seguido para la identificación de genes involucrados en la síntesis de la 
cápsula. 
 
 
Con el total de los 33 mutantes disponibles en la colección realizamos un análisis preliminar para 
detectar defectos en los principales factores de virulencia de C. neoformans. 
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2.2.- Caracterización in vitro de los mutantes seleccionados 
 
En primer lugar, analizamos la capacidad de los mutantes disponibles en la colección para crecer a 
37ºC. Para ello, todos los mutantes se colocaron en paralelo en dos placas de Sabouraud para 
incubarlas posteriormente a 30 y 37ºC, llevando como control la cepa silvestre parental H99. 
Comprobamos que todos los mutantes eran capaces de crecer a ambas temperaturas de manera 
similar a como lo hacía la cepa silvestre (resultados no mostrados). 
En la siguiente tabla se muestran todos los mutantes analizados en este trabajo 
Origen único en C.n Nombre asignado 
Origen filogenético 
comun a genes CAP 
Nombre asignadoo 
CNAG_04661  CNAG_01283 CAP5 
CNAG_04681  CNAG_00600 CAP60 
CNAG_00887  CNAG_00151 Pept. unión a prot 
CNAG_05422 LIV11 CNAG_01834  
CNAG_03195  CNAG_00677  
CNAG_06574 APP1 CNAG_00746 CAS35 
CNAG_01506  CNAG_02885 CAP64 
CNAG_00506  CNAG_01654 CAS34 
CNAG_04262  CNAG_02797 CPL1 
CNAG_04473  CNAG_02581  
CNAG_01910    
CNAG_04788    
CNAG_06157    
CNAG_05786    
CNAG_05528    
CNAG_00998    
CNAG_00701    
CNAG_05279    
CNAG_01996    
CNAG_02103    
CNAG_02877    
CNAG_01644 MLN4   
CNAG_00091    
 
Tabla 4. Lista de mutantes seleccionado y disponibles en la colección de mutantes de la ATCC de C. 
neoformans 
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A continuación, investigamos si alguno de estos mutantes tenía defectos de inducción de la 
cápsula tras transferir las células a medio inductor (ver Material y métodos). El coeficiente de 
inducción muestra la relación entre el tamaño de la cápsula en condiciones de inducción y el 
tamaño de la cápsula en condiciones regulares. 
 De esta forma, un coeficiente de inducción igual a 1 implica que el tamaño de la cápsula en el 
medio inductor es igual al tamaño de la cápsula basal, lo que significa que no se produjo inducción 
de la cápsula. En contra, los valores superiores a 1 muestran una inducción de la cápsula en las 
condiones citadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Coeficiente de inducción de la cápsula en las cepas mutantes seleccionadas de C. 
neoformans. Proteínas con posible origen único en C. neoformans (A). Proteínas con origen filogenético 
común a  Cap (B). Las barras en color verde indican aquellos coeficientes con un valor inferior a 2,5. Las 
flechas negras señalan aquellas proteínas previamente identificadas. La línea roja de puntos señala un 
coeficiente de inducción de 1. 
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La cepa silvestre H99 experimentó un aumento del tamaño de la cápsula de casi de 6 veces, con lo 
que arbritrariamente definimos que aquellos mutantes cuyo coeficiente de inducción de la cápsula 
no superara las 2,5 veces presentaban un defecto significativo para llevar a cabo este proceso. 
Respecto a los mutantes de proteínas con posible origen único en C. neoformans, 11 de ellos 
presentaron un coeficiente de inducción inferior a 2,5 (Figura 17 A, señalados en verde). Sin 
embargo, los dos mutantes de proteínas con péptido señal de secreción (CNAG_04661 y 
CNAG_00701) no presentaron defectos en la inducción de la cápsula en nuestras condiciones.  A 
pesar de ello, encontramos algunos mutantes de proteínas con coeficientes alrededor de uno que 
no han sido hasta ahora identificadas, y que serán el objeto de futuros estudios (CNAG_00506, 
CNAG_02877, CNAG_03195, CNAG_04473, CNAG_05786,  CNAG_04262, CNAG_01506, 
CNAG_04788, CNAG_05528). Respecto a los mutantes de las proteínas con origen filogenético 
común a Cap59/Cap10, sólo 3 de los 10 mostraron un coeficiente de inducción inferior a 2,5 (Figura 
17 B, señalados en verde), incluyendo una cepa acapsular (CNAG_00600, Cap60). Además, con 
los mutantes CNAG_01654 y CNAG_02797 (aquellos con péptido señal de secreción) se 
obtuvieron coeficientes de inducción alrededor de 3, muy cercanos al umbral seleccionado (Figura 
17 B).  
Finalmente para terminar la caracterización in vitro se analizó la capacidad de dichos mutantes 
para producir melanina en presencia de substrato adecuado (ver Material y métodos). Tras 72 h, 
todos los mutantes fueron capaces de producir melanina al igual que la cepa silvestre H99, con lo 
que sus mutaciones no parecen afectar a este factor de virulencia (resultados no mostrados). 
 
2.3.- Caracterización in vivo de los mutantes seleccionados 
 
Para analizar la virulencia de los mutantes seleccionados utilizamos el modelo de huésped no 
invertebrado Galleria mellonella. Este modelo es idóneo para un primer análisis de la virulencia de 
un gran número de cepas ya que permite realizar de manera fácil infecciones en paralelo con un 
gran número de mutantes. Además, para el rastreo de colecciones de mutantes, G. mellonella 
supone también un modelo óptimo, ya que este abordaje en ratones no está justificado éticamente 
debido al alto número de ratones que habría que infectar con cepas de las que se tiene poca 
evidencia sobre su virulencia.   
Respecto a los mutantes de posibles proteínas con origen único en C. neoformans, 8 de los 23 
resultaron ser menos virulentos con un valor p<0,05 (Figura 18 A, en rojo). De entre ellos, los 
mutantes carentes de CNAG_00506, CNAG_01506, CNAG_04788 y CNAG_05422 presentaron 
además defectos en la inducción de la cápsula. Es importante destacar que el mutante carente de 
CNAG_05422 ya había sido nombrado como LIV11 (Lung Infectivity) al observarse una disminución 
estadísticamente significativa en la capacidad de producir infección en un modelo de infección 
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intranasal en ratón (Liu et al., 2008). Ademas, también encontramos 4 mutantes de proteínas con 
posible origen único en C. neoformans que no presentaban defectos significativos de inducción 
capsular in vitro, pero que sin embargo, tuvieron una virulencia reducida con respecto a la cepa 
silvestre H99 (mutantes carentes de CNAG_04681, CNAG_04661, CNAG_00701 y CNAG_00998). 
Por último,  el mutante carente de CNAG_01644 ya había sido descrito como MLN4, una proteína 
específica de Cryptococcus con función desconocida y sin defectos en la síntesis e inducción de la 
cápsula, pero sí una menor virulencia asociada  (Liu et al., 2008). En nuestro modelo, pudimos 
observar un retraso en la virulencia pero sin llegar a ser estadísticamente significativo. Por otro 
lado, el mutante CNAG_06574 también había sido descrito como APP1 (Luberto et al., 2003), un 
gen que codifica para una proteína antifagocítica, única de Cryptococcus que presentó una 
inducción de la cápsula inferior a la cepa silvestre, ya que no superó el umbral de 2,5 y una 
virulencia similar a la cepa silvestre en nuestro modelo. 
En el caso de los mutantes de proteínas con evolución filogenética común a Cap59/Cap10, los 
mutantes carentes de CNAG_00600, es decir, Δcap60 y el mutante de CNAG_00746, es decir 
Δcas35, resultaron ser avirulentos y presentar defectos en la cápsula, tal y como ya se había 
descrito (Chang y Kwon-Chung, 1998; Moyrand et al., 2004) (Figura 18). Sin embargo, al igual que 
sucede con los mutantes de proteínas de origen único en C. neoformans, también encontramos 
mutantes  con origen filogenético comun a Cap 59/Cap10 que presentaron una menor virulencia en 
nuestro modelo  (mutantes carentes de CNAG_00151 y CNAG_02797) y también habían sido 
descritos (Liu et al., 2008). Sin embargo, estos mutantes no presentaron defectos en la inducción 
 de la cápsula (Figura 17 B). 
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Figura 18. Supervivencia de los mutantes analizados. Supervivencia de los mutantes de proteínas con posible origen único en C. neoformans (A). Supervivencia de 
los mutantes de proteínas con origen filogenético común a genes CAP (B). En ambos casos las cepas estadísticamente menos virulentas que la cepa silvestre (H99) 
aparecen en rojo (p<0,05). 
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3.- Relación entre el crecimiento capsular y el ciclo celular en Cryptococcus neoformans 
 
Los mecanismos y elementos que regulan el crecimiento capsular no son conocidos. Sin embargo, 
diferentes evidencias nos hicieron plantearnos que este proceso está relacionado con el ciclo 
celular. A continuación exponemos los resultados previos que nos hicieron plantear esta hipótesis: 
 
- Se ha comprobado que tras la inducción del crecimiento capsular, existe una correlación 
entre el tamaño de la célula y el de la cápsula (Zaragoza et al., 2003a). Ya que el tamaño celular 
depende del estado del ciclo celular, este hecho nos hizo plantearnos que el crecimiento de la 
cápsula estaba coordinado con el aumento del cuerpo celular, el cual ocurre principalmente en la 
fase G1 (Zaragoza y Casadevall, 2004).  
- Se han descrito varios medios en los que Cryptococcus induce la cápsula, y en todos ellos, 
el crecimiento de la levadura es más lento, lo que sugiere que la inducción de la cápsula está 
favorecida por condiciones que alargan el ciclo celular.  
- Por último, pensamos que el crecimiento capsular ocurre también en la fase G1, ya que la 
acumulación de polisacárido durante las fases S-G2-M puede dificultar la separación de la gema de 
la célula madre.  
Por ello, decidimos investigar si elementos que regulan la progresión del ciclo celular jugaban un 
papel crucial durante el cremiento de la cápsula. 
 
3.1.- Análisis del contenido en ADN de C. neoformans durante el crecimiento capsular 
 
En primer lugar investigamos si el ciclo celular sufría algún cambio durante el crecimiento capsular. 
Para ello, indujimos el crecimiento de la cápsula en Sabouraud al 10% (pH 7,3) y medimos el 
contenido de ADN a diferentes tiempos mediante citometría de flujo tras teñir las células con ioduro 
de propidio (ver Material y métodos). Como se muestra en la Figura 19A, las células crecidas en 
Sabouraud líquido durante la noche previa al experimento se encontraban principalmente en la fase 
G2. Sin embargo, cuando las células fueron transferidas al medio inductor de cápsula, observamos 
una acumulación de células en fase G1 (1n) (Figura 19 A).  
En paralelo, se midieron los tamaños de las cápsulas de las células a los distintos tiempos para 
confirmar el aumento del tamaño de la cápsula en el medio inductor. El aumento del tamaño de la 
cápsula fue visible tras las primeras 3 horas de incubación y dicho aumento siguió progresando 
hasta las 6 horas (p<0,05) (Figura 19 B). Por lo tanto, este resultado sugiere que durante el 
crecimiento capsular se produce una parada del ciclo celular en la fase G1.  
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Figura 19. Ciclo celular e incremento del 
tamaño de la cápsula. (A) Análisis de la 
progresión del ciclo celular mediante citometría 
de flujo en condiciones de inducción del tamaño 
de la cápsula (10% Sabouraud en MOPS, pH7,3) 
(B) Distribución del tamaño de la cápsula a los 
distintos tiempos estudiados. El asterisco indica 
un valor p<0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.- Estudio del crecimiento capsular en presencia de inhibidores del ciclo celular 
 
A continuación investigamos el efecto de inhibidores del ciclo celular sobre el crecimiento capsular 
de C. neoformans. En primer lugar utilizamos rapamicina, un inhibidor de la ruta TOR que produce 
la parada del ciclo celular en la fase G1. Como se muestra en la figura 20A, las células incubadas 
en presencia de rapamicina aumentaron la cápsula de manera más prominente que las células 
incubadas en el medio inductor sin inhibidor (p<0,05).  
Para comprobar que la rapamicina estaba inhibiendo la progresión del ciclo celular, realizamos 
curvas de crecimiento en las mismas condiciones y observamos que la rapamicina indujo una 
reducción en la tasa de crecimiento  (Figura 20 B).  Por otro lado, utilizamos benomilo (1-
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(butilcarbamoil)benzimidazol-2-ilcarbamato de metilo), un inhibidor de la polimerización de los 
microtúbulos que induce el bloqueo de las células en la fase M. El benomilo inhibió el aumento del 
tamaño de la cápsula en el medio inductor (Figura 20 C, p<0,05). Además, el benomilo afectó 
también al crecimiento de C. neoformans en el medio inductor de cápsula (Figura 20 D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Crecimiento capsular en presencia de inhibidores del ciclo celular. Las barras muestran el 
tamaño medio de la cápsula de las células de C. neoformans expuestas a distintas concentraciones de 
rapamicina (A) y benomilo (C). Los asteriscos indican un valor p<0,05. Curvas de crecimiento en presencia 
de distintas concentraciones de rapamicina (B) y benomilo (D). Los cultivos con DMSO fueron utilizados 
como control. 
 
Para descartar la posibilidad de que la inhibición del aumento del tamaño de la cápsula fuera el 
resultado de la muerte celular inducida por la droga, medimos la viabilidad de las células tras el 
tratamiento con benomilo usando ioduro de propidio. Observamos que aproximadamente el 80% de 
las células estaban vivas tras el tratamiento con la concentración más alta de benomilo estudiada, 
indicando que la ausencia de crecimiento capsular no era consecuencia de la muerte de las células 
(resultados no mostrados).  
Así pues estos resultados indican que modulaciones del ciclo celular que causan acumulación de 
las células en G1 resultan en un crecimiento capsular más acusado.  
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3.3.- Visualización del crecimiento capsular mediante microscopía en tiempo real 
 
Según nuestra hipótesis, el crecimiento capsular ocurre principalmente en la fase G1, con lo que 
este proceso debería detenerse o reducirse durante la gemación. Para validar esta idea, usamos 
microscopía en tiempo real para visualizar el proceso de crecimiento capsular. La cápsula, sin 
embargo, no es visible en condiciones normales ya que tiene un índice de refracción muy similar al 
del medio debido a su alto contenido en agua. El método más utilizado para la visualización de la 
cápsula al microscopio es la suspensión de las células en tinta china. Sin embargo, en 
experimentos preliminares observamos que la inducción de la cápsula en presencia de tinta china 
no ocurría de manera eficiente, por lo que no pudimos utilizar el método clásico en los 
experimentos in vivo en tiempo real.  
Otro método para visualizar la cápsula es el basado en un fenómeno conocido como “reacción de 
quellung” (Evans et al., 1956; MacGill et al., 2000; Mukherjee et al., 1995; Neill et al., 1949). Este 
fenómeno está basado en el cambio en el índice de refracción de la cápsula que ocurre cuando se 
añaden moléculas que se unen a ella, como puedan ser anticuerpos monoclonales que reconocen 
el GXM. La cápsula recubierta de anticuerpo puede ser visualizada con microscopía Nomarski, 
también conocida como óptica de contraste interdiferencial (DIC por sus siglas en inglés).  
Dado que el anticuerpo monoclonal IgM 13F1 induce la reacción de quellung sin afectar 
significativamente las propiedades mecánicas de la cápsula (Cordero et al., 2013), se utilizó este 
anticuerpo para visualizar el aumento del tamaño de la cápsula a lo largo del tiempo (Figura 21 A, 
video suplementario 1).  
Para ello, se tomaron fotos cada 5 minutos durante un total de 5 horas en un microscopio confocal 
SP5, el cual tiene acoplada una cámara que permite mantener la temperatura constante durante 
todo el experimento. En este caso realizamos el experimento a 37ºC en placas de 96 pocillos con 
fondo de cristal (ver Material y métodos). 
Cuando las células se transfirieron al medio inductor de cápsula, se observó un incremento en el 
tamaño total de la célula como resultado del crecimiento tanto del cuerpo celular como de la 
cápsula. El crecimiento de la cápsula ocurrió a una velocidad de 8,8 nm/min y 3,6 nm/min para el 
cuerpo celular (Figura 21 B). El crecimiento capsular se detuvo cuando la célula comenzó a gemar, 
lo cual en levaduras ocurre de manera sincronizada con la replicación del ADN en fase S (Figura 
21, video suplementario 1). Curiosamente, tras la gemación, las células madre que habían inducido 
la cápsula siguieron nuevos ciclos de gemación, pero con una fase G1 mucho más corta, ya que la 
aparición de la siguiente gema ocurrió inmediatamenta tras la separación de la primera célula hija. 
Durante esta segunda división, la cáspula no aumentó de tamaño.  
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Figura 21. Crecimiento capsular visualizado mediante microscopia en tiempo real. (A) Secuencia de 
fotogramas que muestran el crecimiento de la cápsula. (B) Medidas del incremento del cuerpo celular (rosa) y 
de la cápsula (azul). Análisis de la velocidad de crecimiento mediante regresión lineal. 
 
 
3.4.- Identificación de una ciclina G1/S en C. neoformans 
 
Los resultados descritos anteriormente ponen de manifiesto una relación entre el crecimiento 
capsular y el ciclo celular en Cryptococccus neoformans. Por ello, quisimos comprobar esta 
relación de una manera alternativa. La progresión a lo largo del ciclo celular depende de la 
actividad de proteínas quinasas denominadas Cdk, cuya actividad depende de ciclinas. Así pues, 
mutaciones en estas ciclinas producen cambios en el ciclo celular. Por ello, quisimos investigar 
fenotipos capsulares en mutantes afectados en la regulación del ciclo celular, y en concreto en 
mutantes que tuvieran afectada la transición G1/S.  
Al comienzo de este trabajo no había descrita ninguna ciclina G1/S en Cryptococcus. Por ello, 
decidimos identificar genes que codificaran proteínas que pudieran tener esta función. Aunque el 
ciclo celular está bien caracterizado en ascomicetos (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans 
y Schizosaccharomyces pombe), decidimos buscar genes que tuvieran homología en Cryptococcus 
con el gen CLN1 de Ustilago maydis, que codifica la ciclina que regula la transición G1/S en esta 
levadura (Castillo-Lluva y Perez-Martin, 2005). Escogimos este gen ya que U. maydis es un 
basidiomiceto como C. neoformans, y pensamos que las proteínas implicadas en la regulación del 
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ciclo celular en C. neoformans serían más similares a las de Ustilago que a las de ascomicetos. Así 
pues, seleccionamos la secuencia de proteína del Cln1 de U. mayddis, y realizamos una 
comparación con  proteínas de C. neoformans disponible en la base de datos del genoma de 
Cryptococcus depositada en el Broad Institute. De esta manera, identificamos un marco abierto de 
lectura (CNAG_06092) anotado como una ciclina putativa. El mutante correspondiente estaba 
disponible en la colección de mutantes del ATCC (Liu et al., 2008) disponible en nuestro 
laboratorio.  
 
3.5.- Anotación de Cln1 de C. neoformans 
 
En primer lugar, realizamos un análisis de la secuencia de la proteína identificada en Pfam 
(http://pfam.sanger.ac.uk/). La secuencia presenta alineamineto significativo con ciclinas. En 
concreto presenta un dominio C-terminal y un dominio N-terminal que pertenecen al clan CL0065 o 
superfamilia de las ciclinas (Gibson et al., 1994; Noble et al., 1997).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Esquema del marco abierto de lectura CNAG_06092 correspondiente a la ciclina Cln1 de C. 
neoformans 
 
 
En paralelo, realizamos una comparación usando PhylomeDB (http://phylomedb.org/), un algoritmo 
que permite la elaboración de árboles de evolución filogenética y la identificación de genes 
parálogos y ortólogos (Gabaldon, 2008) . Para ello, el algoritmo utilizó Ccn1 de Candida albicans 
como raiz para elaborar el árbol filogenético (marcado en rosa). Curiosamente, encontramos que 
aunque CnCln1 tenía similitudes evolutivas con otras ciclinas de otros organismos, esta ciclina de 
C. neoformans ha evolucionado específicamente de forma conjunta a otras proteínas presentes 
únicamente en otros basidiomicetos tras dos eventos de duplicación a partir de un ancestro común 
(Figura 23, señalada con una flecha negra).  
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Figura 23. Árbol filogenético de evolución de la proteína Cln1 de C. neoformans. Se utilizó la secuencia de 
Candida albicans Ccn1 como grupo externo. La localización de Cln1 de C. neoformans está recuadrada y 
señalada con una flecha negra. Los puntos rojos indican eventos de duplicación y por consiguiente la 
aparición de parálogos. Los puntos azules indican eventos de especialización y por tanto, la aparición de 
ortólogos. 
  96 
3.6.- Análisis de la longitud de la fase G1 del ciclo celular mediante microscopía en tiempo 
real 
 
Con el fin de realizar una caracterización completa de dicho mutante, reconstituimos el gen 
silvestre en el mutante de ciclina seleccionado para el estudio. Para ello, se fusionó el gen silvestre 
al marcador NEO, que le confiere resistencia a la geneticina, mediante PCR de fusión (ver Material 
y métodos). La construcción de ADN fue integrada en el genoma mediante transformación 
biolística. De esta manera, pudimos realizar todo el estudio con la cepa silvestre H99, el mutante 
de ciclina y la cepa reconstituída. 
Los mutantes de ciclina G1/S sufren un retraso en el inicio de la replicación del ADN (Irniger y 
Nasmyth, 1997), de forma que decidimos investigar si el mutante cln1 sufría también un retraso en 
la aparición de la gema. Por ello, utilizamos microscopía en tiempo real y medimos el tiempo de 
crecimiento de la célula y el tiempo de gemación.  Los experimentos se realizaron en placas de 96 
pocillos en medio Sabouraud líquido y a 30ºC (ver material y métodos). Nos centramos en las 
células hijas, ya que las células madres ya han alcanzado el tamaño requerido para que progrese 
el ciclo celular y en ellas la fase G1 es prácticamente inexistente (Hartwell y Unger, 1977; Johnston 
et al., 1977). El análisis de los videos mostró que más del 50% de las células del mutante cln1 
presentaba defectos de ciclo celular. Las células hijas presentaban formas aberrantes y 
permanecían unidas a la célula madre, siendo complicado cuantificar el tiempo requerido por estas 
células hijas para gemar de nuevo. El otro 50% de las células hijas conseguían separarse de las 
células madres y continuar con un nuevo ciclo de gemación. Sin embargo, observamos que se 
producía un retraso significativo en la aparición de la célula hija en comparación con la cepa 
silvestre (61±3 minutos en la cepa silvestre vs. 98±12 minutos en el mutante cln1; p<0,05) (videos 
suplementarios 2 y 3). 
 
3.7.- Características del crecimiento de la cepa mutante cln1 
 
Los defectos de mutantes de ciclo celular suelen ser más acusados a altas temperaturas. Por ello, 
investigamos el crecimiento del mutante cln1 a diferentes temperaturas. La cepa mutante cln1 
presentaba defectos en el crecimiento a 37ºC en medio rico Sabouraud (Figura 23), lo que es 
característico de los mutantes de ciclo celular. Sin embargo, dicho defecto era parcialmente 
compensado mediante la adición de Sorbitol 1 M.  
Además, observamos que en medio mínimo con glucosa como fuente de carbono (YNB Glucosa) el 
crecimiento también se recuperaba, lo que nos llevo a pensar que el mutante cln1 podría tener 
defectos en la utilización de fuentes de nitrógeno diferentes al amonio. Por ello, suplementamos el 
medio Sabouraud con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 5%, observando que con la adición de este 
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compuesto a las placas de medio rico se recuperaba parcialmente el crecimiento del mutante cln1 
(Figura 24).  
 
Figura 24. Los paneles superiores muestran el crecimiento de las cepas en placas de Sabouraud agar,  
Sabouraud sumplementado con Sorbitol 1M, YNB glucosa y Sabouraud suplementado con Sulfato de amonio 
al 5% a 30ºC y en los paneles inferiores a 37ºC.  
 
El hecho de que el mutante cln1 presentara defectos de crecimiento que fueron revertidos por la 
adición de sorbitol 1M sugería que este mutante podría tener alteraciones de la pared celular. Por 
ello, investigamos si el mutante cln1 era más sensible a agentes que afecten a la estabilidad de la 
pared celular, como por ejemplo el Rojo Congo. Como se puede ver en la figura 25, el rojo congo 
causó la inhibición de crecimiento del mutante cln1 de una manera dependiente de la dosis, lo que 
se relacionó con posibles alteraciones de la pared celular (Figura 25). 
 
Figura 25. Crecimiento en placas con distintas concentraciones de Rojo Congo (RC). El crecimiento en 
Sabouraud se utilizó como control de crecimiento. Se emplearon 3 concentraciones distintas de Rojo Congo 
(0,05 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL). Las placas fueron incubadas 48 h a 30ºC. 
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3.8.- Caracterización del crecimiento capsular in vitro del mutante de ciclina 
 
Tras comprobar que el mutante cln1 presentaba algunos fenotipos característicos de mutantes de 
ciclo celular que tienen la transición G1/S alterada (Lew DJ, 1997), investigamos si la inducción del 
crecimiento capsular estaba afectado. Para este propósito medimos el tamaño total de las células, 
el tamaño del cuerpo celular y la cápsula en condiciones de crecimiento regulares (Sabouraud 
líquido) (Figura 26 A) y en medio de inducción del crecimiento capsular (Figura 26 B). 
 
Figura 26. Crecimiento capsular in vitro. Crecimiento de la cápsula  de C. neoformans H99, el mutante de 
ciclina cln1 y la cepa reconstituida cln1::CLN1 en Sabouraud (A) y en medio de inducción  de cápsula (10% 
Sabouraud en MOPS a pH 7,3) (B). 
 
 
Como se puede observar, el mutante cln1 tenía un tamaño del cuerpo celular mayor que la cepa 
silvestre y la cepa reconstituida en condiciones de crecimiento regulares. Además, el mutante tenía 
un tamaño significativamente mayor de cápsula que las otras dos cepas analizadas cuando fue 
trasferido al medio inductor de cápsula, sugiriendo que el tamaño de la cápsula estaba coordinado 
con la progresión del ciclo celular (Figura 26). 
 
3.9.- Características morfológicas de la cepa mutante de ciclina 
 
Además del tamaño de la cápsula, examinamos otras características morfológicas del mutante 
cln1. Estudiamos posibles diferencias en la estructura de la cápsula cuando las células habían sido 
incubadas en medio de inducción de la cápsula. Para ello realizamos experimentos de 
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inmunofluorescencia indirecta usando dos  anticuerpos monoclonales IgG que se unen al GXM 
(18B7 y 2H1) y otros dos anticuerpos monoclonales IgM distintos (12A1 y 13F1). Sin embargo, no 
encontramos diferencias en el patrón de unión del anticuerpo a la cápsula en las distintas cepas 
(Figura 27).  
 
Figura 27. Inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos IgG 18B7 e IgM 13F1. En todos los 
paneles el cuerpo celular aparece en azul debido a la tinción con Calcofluor mientras que el patrón verde 
uniforme o punteado se debe a la unión de los anticuerpos IgG 18B7 o IgM 13F1 marcados con FITC 
respectivamente.La barra de escala en los paneles izquierdos aplica al resto de los paneles. En todos los 
casos la cepa reconstituída presentó el mismo patrón que la cepa silvestre (wt). Las imágenes fueron 
tomadas con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 3000B. 
 
Estos mismos experimentos fueron realizados con células crecidas en condiciones regulares 
(Sabouraud líquido) y tampoco se observaron diferencias en el patrón de unión de los anticuerpos 
a la cápsula (resultados no mostrados). 
En la pared celular de levaduras hay ácidos siálicos y a oligómeros de  β-1,4-N-acetilglucosamina 
(GlcNAc), que son componentes de la quitina y que se unen a determinadas aglutininas, como el 
WGA. Pero en el caso de Cryptococcus se ha descrito que estas estructuras pueden prologarse 
también a la cápsula, y se encuentran especialmente en aquellas regiones de la cápsula por donde 
ha ocurrido la gemación. (Rodrigues et al., 2008a). Por ello, utilizamos la algutinina WGA para 
observar si estas estructuras estaban también presentes en el mutante cln1. Observamos que la 
cepa silvestre y la cepa reconstituida unían WGA en el cuello entre la célula madre y la hija. Sin 
embargo, en el mutante cln1 estas estructuras estaban deslocalizadas y se encontraban por toda la 
célula, observándose una mayor intensidad de fluorescencia (Figura 28). 
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Figura 28. Tinción con WGA de la cepa silvestre (wt), el mutante de ciclina y la cepa reconstituida de cultivos 
de 10% Sabouraud tamponado en MOPS 50 mM a pH 7,3. El marcador WGA se une específicamente a los 
ácidos siálicos y a GlcNAc (color rojo). Las images fueron tomadas con un microscopio confocal SP5. 
 
Por último, realizamos una tinción con faloidina fluorescente para visualizar los filamentos de actina 
y observar si existía algun patrón diferencial entre la cepa silvestre y el mutante cln1 ya que dichos 
filamentos participan en la replicación de las células y en los reordenamientos estructurales que se 
producen durante la gemación. Como se muestra en la figura 29, la tinción con faloidina 
proporcionó un patrón punteado a lo largo de toda la célula, sin que se observaran diferencias entre 
ninguna de las cepas estudiadas.  
 
 
Figura 29. Tinción con faloidina. El cuerpo celular 
aparece teñido de azul por la tinción con calcofluor y 
los filamentos de actina aparecen como pequeños 
puntos de color verde debido a la coloración con 
faloidina siendo (A) la cepa silvestre, (B) el mutante 
cln1 y (C) la cepa reconstituída cln1::CLN1. Las barras 
de escala de cada panel representan 10 µm. 
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3.10.- Análisis del perfil de proteínas diferencialmente acumuladas en el mutante cln1 
durante el crecimiento capsular 
 
Para investigar el mecanismo por el que el mutante cln1 inducía mayor crecimiento capsular que la 
cepa silvestre, comparamos los perfiles de acumulación de proteínas de estas cepas durante el 
crecimiento capsular. Para ello, realizamos una extracción de proteínas de cultivos de la cepa 
silvestre y del mutante cln1 tras ser incubadas durante 6 horas en el medio de inducción de la 
cápsula (ver Material y métodos). Todo el análisis se realizó con 3 replicas independientes. Los 
extractos de proteínas fueron analizados mediante DIGE (Difference Gel Electrophoresis) en el 
servicio de proteómica de la UCM-UPM (miembro de la red ProteoRed-ISCIII) (ver Material y 
métodos). Esta técnica se utiliza para estudiar diferencias en la abundacia de proteínas entre dos 
muestras, las cuales se marcan con fluorocromos diferentes y se mezclan en un solo tubo. 
Después se separan en geles de dos dimensiones los cuales se  escanean y se excitan a las 
diferentes longitudes de onda correspondientes a los distintos fluoróforos, de modo que la 
diferencias de acumulación de cada proteína se detectan por la diferente señal de fluorescencia de 
cada mancha. Se consideró que las proteínas tenían una acumulación diferente entre las dos 
cepas cuando se obtuvo una diferencia de acumulación de +/- 1,5 veces (p<0,05.) Se encontraron 
30 posibles proteínas con las que se generó un mapa de colores. Para ello, los valores numéricos 
vuelven a trasformarse en colores que representan la abundancia relativa de cada una de las 
machas proteicas (Figura 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30.  El dendograma superior muestra la relación entre los geles individuales, mientras que el 
dendograma lateral izquierdo muestra la relación entre las 30 manchas proteicas. El grupo de la izquierda 
representa los valores para el mutante de ciclina cln1 mientras que el grupo de la derecha representa los 
valores de la cepa silvestre H99. Los valores de abundancia de cada una se muestran en los distintos 
colores. Los distintos tipos de rojo representan una abundancia relativa (cln1/H99) positiva mientras que los 
distintos tipos de verde representan una abundacia relativa  negativa. 
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De las 30 posibles proteinas 26 pudieron ser recortadas usando el software ImageQuant v5.1 (GE 
Healthcare) al teñir el gel con Coomasie coloidal. Posteriormente, estas 26 manchas proteicas 
fueron importadas a la base de datos de Oracle que posee software DeCyder v6.5 (GE Healthcare) 
y 19 de ellas fueron identificadas mediante espectrometría de masas con un 4800 MALDI 
TOF/TOF. Finalmente, se identificó la secuencia de proteína completa tras comparar las huellas 
peptídicas identificadas en la espectrometría de masas con la base de datos de Cryptococcus 
(Broad Institute).  
 
Tabla 5. Lista de proteínas identificadas por espectofotometría de masas. La tercera columna muestra el 
valor equivalente a los cambios en número de veces entre el mutante cln1 y la cepa silvestre H99 en las 
condiciones seleccionadas (incubación de 6h en medio de inducción de la cápsula a 30ºC). En todos ellos 
obtuvimos un valor p<0,05. En amarillo aparecen aquellas proteínas encontradas más abundantemente en 
cln1 respecto a la cepa silvestre H99. En azul aparecen aquellas proteínas en menor abundacia en cln1 
respecto a H99. La identificación de las proteínas y su ORF (marco abierto de lectura) se llevó a cabo 
mediante blast proteínas-proteína con la base de datos de C. neoformans del Broad Institute. 
 
Como se puede ver en la tabla 5, identificamos algunas proteínas involucradas en  meiosis y 
gemación que son menos abundantes en el mutante de ciclina que en la cepa silvestre (H99). Sin 
embargo, proteínas como la malato sintasa, que participa en el ciclo del glioxilato y que le permite 
obtener energía a partir de ácidos grasos, así como otras proteínas relacionadas con el 
metabolismo de la glucosa y la xilosa (transquetolasa y aldoquetolasa) son más abundantes en el 
mutante de ciclina que en la cepa silvestre. La proteína wos2, resultó ser más abundante en el 
mutante cln1 que en la cepa silvestre. Esta proteína se describió como un homólogo de p23 en 
Schizosaccharomyces pombe, que interviene en la progresión del ciclo celular, de forma que su 
expresión cae drásticamente cuando las células entraban en fase estacionaria o se encuentran en 
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condiciones de limitación de nutrientes (Muñoz et al., 1999). Además, aparecen distintas proteínas 
de choque térmico. Algunas de ellas aparecen en mayor cantidad en cln1, como Hsp 90, que se ha 
relacionado con la respuesta general de los hongos a estrés por temperatura y como proteína 
necesaria para la viabilidad de las células (Burnie et al., 2006). En cambio otras proteínas de 
choque térmico aparecen menos expresadas en cln1 que en la cepa silvestre, como Hsp70, la cual 
se ha relacionado con la expresión de la enzima lacasa en C. neoformans (Zhang et al., 2006). 
 
3.11.- Virulencia y variaciones del  tamaño de la cápsula del mutante cln1 durante la 
infección de G. mellonella 
 
Ya que la cepa mutante cln1 presentaba defectos en el crecimiento, analizamos su virulencia en G. 
mellonella (Figura 31). Este modelo resulta especialmente adecuado  porque se puede estudiar la 
virulencia de las cepas a distintas temperaturas (Mylonakis et al., 2005).  
 
Figura 31. Curvas de supervivencia de larvas de G. mellonella infectadas con 10
6
 células/larva de las 
distintas cepas a 30ºC (panel izquierdo) y 37ºC (panel derecha).  
 
El mutante cln1 fué avirulento a 37ºC (p<0,05). Sin embargo a 30ºC, no encontramos diferencias en 
la virulencia entre las cepas ensayadas (Figura 31). 
También investigamos si el mutante cln1 presentaba alteraciones morfológicas in vivo, como ya 
habíamos encontrado in vitro. Los tamaños celulares y de las cápsulas de las células del mutante 
cln1 recuperadas tras 3 días de infección tanto de las larvas incubadas a 30 y a 37ºC fueron 
mayores que los medidos en las células de la cepa silvestre H99. El incremento capsular fue mayor 
a 37ºC que a 30ºC. En todos los casos, la cepa reconstituida presentó el fenotipo de la cepa 
silvestre (Figura 32). 
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Figura 32. Distribución de los tamaños de las celulas recuperadas de las larvas de G. mellonella incubadas a 
30ºC y 37ºC tras 3 días de infección con 10
5
 células/larva.  
 
A continuación, evaluamos el porcentaje de fagocitosis. Tras 2 horas de la administración de las 
levaduras a las larvas, el número de hemocitos con C. neoformans en su interior fue muy inferior en 
las larvas infectadas con la cepa mutante cln1 comparado con aquellas infectadas con la cepa 
silvestre o reconstituida  (Figura 33). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Porcentaje de hemocitos con células de C. neoformans en su interior tras 2 h de su 
administración. El asterisco indica un valor p < 0,05. 
 
3.12.- Producción de melanina y cuantificación de la actividad lacasa de la cepa mutante cln1 
 
Debido a la menor virulencia observada en este mutante de ciclina, decidimos evaluar otro factor 
de virulencia importante en C. neoformans como es la capacidad para producir melanina. La 
producción de melanina es necesaria para la virulencia en ratones (Kwon-Chung et al., 1982; 
Williamson, 1997), de modo que estudiamos la capacidad de estas cepas para producir y acumular 
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melanina en un medio con substratos difenólicos como el medio L-DOPA tanto líquido como sólido 
(ver Material y métodos). 
La cepa silvestre y la cepa reconstituída produjeron melanina al cabo de 3-4 días en la placas de 
agar L-DOPA incubadas a 30ºC (Figura 34 A). Sin embargo, el mutante cln1 no acumuló este 
pigmento. Este fenotipo se reprodujo cuando se realizó el experimento en medio líquido (Figura 34 
B). En medio líquido la melanización de la cepa silvestre y reconstituída fue visible a los 2d. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Producción de melanina en placas de agar L-DOPA (A)  y en L-DOPA líquido (B). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Actividad lacasa en presencia de una solución de 20 mM de L-DOPA. El asterisco muestra un un 
valor p<0,05. 
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Para profundizar en este fenotipo, inoculamos las cepas en medio de melanización y tras 2 días 
realizamos extractos celulares y medimos la actividad lacasa. Como se muestra en la figura 35, la 
actividad lacasa estaba por debajo del límite de detección en la cepa cln1, mientras que la cepa 
reconstituida presentaba niveles enzimáticos similares a los de la cepa silvestre (Figura 35). 
 
3.13.- Sensibilidad de la cepa mutante cln1 al estrés oxidativo producido por el peróxido de 
hidrógeno 
 
La melanina confiere resistencia al daño oxidativo (Wang et al., 1995), de modo que para confirmar 
la falta de melanización en la cepa mutante cln1, evaluamos la susceptibilidad de las cepas al 
peróxido de hidrógeno. Las células de la cepa silvestre y la cepa reconstituida incubadas en medio 
L-DOPA líquido durante 48 horas se mostraron resistentes al estrés oxidativo inducido por el 
peróxido de hidrógeno a las concentraciones estudiadas (0,5; 1 y 2 mM, Figura 36). Por el 
contrario, el peróxido de hidrógeno indujo una reducción de la viabilidad en el mutante cln1 de 
hasta 5 veces comparado con las células sin tratar (Figura 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Supervivencia de las distintas cepas al estrés oxidativo inducido por las distintas concentraciones 
de peróxido de hidrógeno durante 1 h. 
 
3.14.- Producción de melanina en presencia de inhibidores del ciclo celular. 
 
Los resultados anteriores sugieren que elementos que influyen en la regulación del ciclo celular 
también determinan la melanización en Crypotoccus. Por ello, decidimos investigar si inhibidores 
del ciclo celular tenían un efecto en la melanización. Utilizamos rapamicina y benomilo, que 
inducen parada en las fases G1 y M respectivamente, según se ha descrito en secciones 
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anteriores. La rapamicina inhibió la producción y/o acumulación de melanina en los cultivos con L-
DOPA a cualquiera de las concentraciones estudiadas (0,5 y 1 µg/mL, Figura 37 A).  En cambio, el 
benomilo produjo un retraso en la melanización (Figura 37 B). Sin embargo, tras 48 horas de 
incubación en presencia de benomilo (60 y 80 µg/mL), todos los cultivos habían adquirido la 
coloración oscura característica de la melanina (Figura 37 B). 
 
Figura 37. Cultivos de L-DOPA en presencia de inhibidores de ciclo celular. Producción de melanina en 
medio L-DOPA líquido en presencia de distintas concentraciones de rapamicina (A) y benomilo (B). A los 
cultivos en Sabouraud (Sab) y L-DOPA (L-DOPA) sin inhibidores de ciclo celular se les añadió la misma 
concentración de DMSO como control. 
 
3.15.- Curvas de crecimiento en medio L-DOPA en presencia de inhibidores del ciclo celular 
 
Para confirmar que el efecto de la rapamicina sobre la melanización no se debía a una inhibición 
del crecimiento celular o a un aumento de la mortalidad, realizamos curvas de crecimiento en 
medio con L-DOPA en presencia de rapamicina y benomilo.  
Como se puede observar en la Figura 38, la rapamicina no afectó al  crecimiento en medio L-
DOPA. Sin embargo, pese a que las células en presencia de benomilo si que consiguieron  
producir y/o acumular melanina, se observó un efecto inhibitorio del crecimiento celular en el medio 
L-DOPA con las concentraciones estudiadas de benomilo (Figura 38). 
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Figura 38. Crecimiento en L-DOPA en presencia de inhibidores del ciclo celular. Curvas de crecimiento 
en medio L-DOPA en presencia de distintas concentraciones de (A) rapamicina y (B) benomilo durante 48 
horas.  
 
3.16.- Análisis de la virulencia de las células melanizadas en G. mellonella 
 
Con el fin de terminar de caracterizar el fenotipo de la melanización, decidimos evaluar la virulencia 
de las células melanizadas y no melanizadas en G. mellonella (Figura 39). 
Para ello, infectamos larvas de G. mellonella con la cepa silvestre de C. neoformans crecida en 
Sabouraud y en medio mínimo con y sin L-DOPA. Como se muestra en la figura 39, no se 
observaron diferencias en la virulencia de C. neoformans independientemente de si las células que 
se emplearon para infectar las larvas estuvieran melanizadas o no. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Curvas de supervivencia de G. mellonella infectadas con 5.10
5
 células/larva crecidas en medio 
mínimo + L-DOPA y medio mínimo sin L-DOPA.  
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Sección II: Formación de células gigantes 
1. Formación de células gigantes/titanes de C. neoformans durante la infección 
 
En esta sección se describirán los resultados obtenidos sobre la caracterización del segundo 
cambio morfológico más importante durante la interacción con el huésped de C. neoformans, que 
es su capacidad para aumentar su tamaño total, incluyendo el cuerpo celular y la cápsula, lo que 
da lugar a la formación de las denominadas células gigantes o titanes. 
1.1.- Formación y caracterización de células gigantes de Cryptococcus neoformans durante 
la infección en ratón 
 
El tamaño normal de las células de C. neoformans in vitro oscila entre 4-8 µm (Figura 40). Sin 
embargo, durante la infección en ratón, al cabo de 2-3 semanas, aparecen células de un tamaño 
muy superior (Figura 40). El aumento de tamaño se produjo tanto por un aumento de la cápsula, 
como por un aumento del cuerpo celular (delimitado por la pared celular). El cuerpo celular alcanzó 
25-30 µm de diámetro, lo que supuso un aumento de casi 7 veces con respecto al diametro del 
cuerpo celular de las células crecidas in vitro, que habitualmente tiene un tamaño de 4-5 µm de 
diámetro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Células de C. neoformans H99 crecidas en Sabouraud (panel izquierdo) y célula recuperada del 
pulmón de un ratón infectado con 10
5
 células de C. neoformans H99 3 semanas antes (panel derecho). 
 
Este efecto fue más marcado cuando se consideró el tamaño de la cápsula en las mediciones. Las 
células gigantes oscilaron entre 40-60  µm de diámetro de media, aunque también se encontraron 
células que alcanzaron un diámetro de  70-100 µm de diámetro. Cuando se calculó el volumen de 
  110 
las células, la formación de células gigantes, con un diámetro de 60 µm de media, supuso un 
aumento de 1700 veces el volumen celular comparado con el de las células de tamaño regular 
crecidas en Sabouraud, con un diámetro de 5 µm de media. 
Inicialmente, realizamos nuestras observaciones con la cepa H99, pero también quisimos investigar 
si la producción de células gigantes se producía en otras cepas de C. neoformans. Empleamos 
para ello otras cepas de C. neoformans como 24067 y B3501 (serotipos D). En todos los casos se 
recuperaron células gigantes tras 3 semanas de infección, lo que indica que la producción de 
células gigantes es un rasgo general de C. neoformans. Del mismo modo empleamos distintas 
cepas de ratón para comprobar si dicho fenómeno era dependiente de la cepa del huésped. Se 
emplearon ratones CD1,  BALB/c y C57BL/6J y pudimos confirmar que la aparición de células 
gigantes es un fenómeno independiente de la cepa de ratón. Por todo ello, y para simplificar el 
estudio, continuamos nuestros experimentos sobre las células gigantes con la cepa de C. 
neoformans H99 y definimos arbitrariamente como células gigantes a aquellas con un diámetro 
igual o superior a 30 µm.  
1.2.- Caracterización fenotípica de las células gigantes recuperadas de ratón 
 
Una característica peculiar de las células gigantes recuperadas de ratón es la mayor densidad de la 
cápsula de las células gigantes comparada a la de las células obtenidas in vitro. Las células 
crecidas in vitro formaron una cápsula poco densa constituida por fibras de polisacárido 
individuales ancladas a la pared celular (Figura 41 E). Por el contrario, las células gigantes 
mostraron una cápsula mucho más densa, especialmente en la región más próxima a la pared 
celular (Figura 41 F). Además, también se observaron zonas menos porosas, en forma de tunel, 
que sugieren regiones de la cápsula por las que han migrado células hija.  
Además, observamos un mayor grosor en la pared celular de las células gigantes en comparación 
a las obtenidas in vitro (Figura 41 E,F), lo que pudo confirmarse al realizar microscopía electrónica 
de transmisión. Usando esta técnica observamos que la pared celular de las células de tamaño 
regular oscilaba entre 50-100 nm de ancho, mientras que en las células gigantes el grosor de la 
pared celular alcanzaba 2-3 µm (Figura 41 E,F).  
Ya que las células gigantes presentaban una mayor densidad de polisacárido que las células 
cultivadas in vitro, investigamos si este aumento influía en la permeabilidad de la cápsula. Para 
ello, examinamos la localización del complemento en la cápsula. El polisacárido capsular es un 
actividador de la ruta del complemento, y dicha activación resulta en la deposición de la proteína 
C3 en la cápsula, la cual puede ser visualizada mediante inmunofluorescencia indirecta. En células 
normales, el complemento se localiza en el interior de la cápsula cercano a la pared celular  
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(Zaragoza y Casadevall, 2006). Sin embargo, cuando las células gigantes se incubaron en suero 
de ratón, observamos que el complemento penetró hasta regiones intermedias de la cápsula, no 
detectandose señal fluorescente en la región más interna cercana a la pared cápsula (Figura 42). 
 
 
 
 
Figura 41. Caracterización fenotípica de las 
células gigantes. Microscopía electrónica de 
células crecidas in vitro (A) y células gigantes (B, 
C y D). Detalle de la cápsula y la pared celular de 
células crecidas in vitro (E) y células gigantes 
recuperadas de ratón (F). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Células recuperadas de ratón de distinto 
tamaño incubadas con suero de raton y marcadas con 
anticuerpos anti-C3 (fluorescencia verde) y anti-GXM 
(fluorescencia roja). Los paneles de la izquierda 
muestran una célula de tamaño regular, mientras que 
los paneles de la derecha muestran una célula gigante. 
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Para estudiar si las células gigantes presentaban diferencias antigénicas en comparación con las 
células de tamaño regular realizamos una inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo 
monoclonal IgG1 18B7. Comparamos células de distinto tamaño recuperadas de pulmón de ratón 
para evitar la posibilidad de que factores del sistema inmune estuvieran afectando las propiedades 
antigénicas de la cápsula. Cuando marcamos las células con este anticuerpo, las células de 
tamaño regular aisladas de ratón exhibieron un anillo uniforme alrededor de la célula (Figura 43A), 
que fue idéntico al patrón de unión del anticuerpo observado en las células obtenidas in vitro.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Inmunofluorescencia indirecta de la cápsula. Patrón de unión del anticuerpo a  células de 
tamaño regular de C. neoformans H99 crecidas en Sabouraud (A) y a células gigantes recuperadas de 
pulmón de ratón (B, C y D). 
 
Por el contrario, en las células gigantes, la mayor parte de la fluorescencia se localizó al borde de 
la cápsula, siendo difuso y en ocasiones puntuado (Figura 43 B, C y D). Algunas células mostraron 
un patrón de unión al anticuerpo de doble anillo puntuado (Figura 43 B, C y D). 
Como se ha expuesto anteriormente, en la cápsula tambíen se localizan residuos de ácidos siálicos 
y oligómeros de β-1,4-N acetilglucosamina (NAcGlc) (Rodrigues et al., 2008a) de modo que  
quisimos investigar si dichas estructuras estaban también presentes en las células gigantes. Para 
ello, usamos la aglutinina WGA conjugada a Alexa 594 (ver materiales y métodos). Como se puede 
observar en la figura 43, en células de tamañó normal el WGA se unió al cuello entre la célula 
madre y la célula hija. En las células gigantes, pese a tener la misma localización, estas estructuras 
fueron especialmente prominentes, observándose protrusiones de varias micras de longitud dentro 
de la cápsula (Figura 44). 
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Figura 44. Tinción con WGA de células de C. neoformans crecidas in vitro (paneles izquierdos) y células 
gigantes aisladas del pulmón de un ratón infectado con 10
5
 células de C. neoformans H99 (panel derecho). 
Las flechas blancas indican los puntos donde se unió específicamente el WGA. 
 
A nivel intracelular, las células gigantes también presentaron características fenotípicas diferentes a 
las células de tamaño regular. Observamos que las células gigantes tenían un gran número de 
vesículas (en algunos casos, se pudieron contar hasta 50 por célula). Para identificar estas 
estructuras específicamente, teñimos las células con el marcador MDY-64, que se une 
específicamente a las vacuolas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45. Tinción de las vesículas con MDY-64 de células recuperadas de pulmón de ratón infectado con 
10
5
 células de C. neoformans H99.  
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En células de tamaño regular observamos una única vacuola (Figura 45, paneles superiores), 
mientras que en las células gigantes observamos dos patrones distintos, o bien múltiples vacuolas 
agrupadas (Figura 45),  o bien una vacuola intracelular de mayor tamaño, en ocasiones 
acompañada por otras de tamaño muy inferior (Figura 45). 
 
1.3.- Cryptoccus neoformans forma células gigantes durante la infección de G. mellonella 
 
En secciones anteriores mostramos como durante la infección en un huésped ambiental (Galleria 
mellonella), C. neoformans inducía el incremento del tamaño capsular. Por ello, también 
investigamos si en este huésped aparecían células gigantes. Cuando realizamos infecciones y 
analizamos la morfología de las células de C. neoformans al cabo de 6 dias de infección, 
observamos una pequeña proporción de células gigantes (<5%) (Figura 46). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Suspensión de tinta china de células de C. neoformans crecidas in vitro (panel izquierda) y célula 
gigante aislada de una larva de G. mellonella tras 6 días de infección (panel derecho). La barra de escala 
aplica a los 2 paneles 
 
El tamaño máximo que observamos en G. mellonella fue de 41 µm, lo que supuso un aumento de 
volumen de alrededor de 75 veces comparado con el de las células de tamaño regular. El tamaño 
gigante de estas células se consiguió no sólo por el incremento del tamaño de la cápsula sino 
también por el aumento del tamaño del cuerpo celular (Figura 46). 
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1.4.- Estudio de la morfogénesis de C. neoformans y C. gattii durante la infección de ratones  
 
Como se ha descrito en la introducción, la criptococosis también puede estar causada por la 
levadura Cryptococcus gattii. La principal diferencia entre C. neoformas y C. gattii es que ésta 
última infecta principalmente a personas inmunocompetentes. Por ello, quisimos investigar si estas 
dos especies diferían en la capacidad para formar células gigantes in vivo. Para ello, comparamos 
la morfogénesis de C. neoformans y C. gattii durante la infección en ratones macho CD1. Se 
infectaron ratones CD1 con tres cepas de cada especie. En el caso de C. gattii, se incluyeron 2 
cepas provenientes de los aislados del brote de Vancouver. Los ratones se sacrificaron tras 2 
semanas de infección y se examinó el homogeneizado del pulmón al microscopio. Se tomaron 
fotos y se midieron alrededor de 200 células en cada caso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47. Morfogénesis de C. neoformans y C. gatti durante la infección de ratones macho CD1. (A) 
Distribución de tamaños de las células de C. neoformans y C. gatti crecidas in vitro en condiciones regulares 
(ver Material y métodos) y recuperadas de ratones macho CD1 al cabo de 2 semanas. (B) Formación de 
células gigantes en C. neoformans (C.n) y C. gattii (C.g). 
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Al comparar la media de los tamaños de las células crecidas en condiciones regulares in vitro y la 
de las células recuperadas del pulmón de los ratones tras 2 semanas de infección comprobamos 
que tanto C. neoformans como C. gattii incrementaron significativamente su tamaño en el huésped, 
pasando de 8,36 ± 0,14µm a 18,48 ± 0,95 µm en el caso de C. neoformans (p<0,05) y de 8,83 ± 
0,28 µm a 27,74 ± 0,74 µm en el caso de C. gattii (p<0,05) (Figura 47 A).  
En el caso de C. neoformans encontramos un 17% de células gigantes en los extractos de pulmón. 
En cambio, en el caso de C. gattii este porcentaje fue del 41%, lo que indica que C. gattii forma 
células gigantes más eficientemente que C. neoformans durante la infección en mamíferos (Figura 
47 B). 
A continuación investigamos la morfología de las células gigantes de C. neoformans y C. gattii.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Diferencias en la formación de células gigantes de C. neoformans y C. gattii. (A) Células 
representativas de C. neoformans (izquierda) y C. gattii (derecha) recuperadas de ratones macho CD1 tras 2 
semanas de infección. (B) Correlación entre el tamaño de la cáspula y el tamaño del cuerpo celular. 
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Las células gigantes de C. neoformans se formaron por un aumentó de la cápsula y del cuerpo 
celular (Figura 48 B). Sin embargo, en  C. gattii las células gigantes se formaron principalmente por 
el aumento de la cápsula, mientras que el tamaño del cuerpo celular se mantuvo similar al de las 
células cultivadas in vitro (Figura 48A). Al analizar los tamaños de cápsula y de cuerpo celular en 
los conjuntos de ambas cepas, obtuvimos un coeficiente de correlación de Pearson de 0,70 para C. 
neoformans y 0,43 para C. gattii, lo que implica que pese a que en ambas cepas se observa una 
correlación positiva, sólo en C. neoformans se observa una correlación lineal entre el tamaño de la 
cápsula y el tamaño del cuerpo celular (Figura 48B). 
 
1.5.- Estudio de la morfogénesis de C. neoformans y C. gattii durante la infección de G. 
mellonella 
 
Para confirmar la diferencia morfológica observada entre C. neoformans y C. gattii en ratones, 
utilizamos también el modelo de Galleria mellonella. Para ello, infectamos grupos de larvas con 105 
células/larva de 8 cepas distintas de C. neoformans (incluyendo cepas de la variedad grubii y de la 
variedad neoformans) y 9 cepas de C. gatti. Se analizaron los tamaños de las células recuperadas 
de las larvas a los 3 días de la inoculación y se comparó con el tamaño de las células cultivadas in 
vitro (Sabouraud líquido, 30ºC con agitación). 
Como se puede ver en la figura 49 A, en todos los casos se produjo un incremento del tamaño de 
la célula. En C. neoformans, el aumento fue de 1,8 veces (7,9 ± 0,13 μm in vitro vs 14,5 ± 0,43 μm 
en G. mellonella). Sin embargo, el incremento fue más acusado en C. gattii, ya que las células 
aumentaron de tamaño alrededor de 3 veces (9,3 ± 0,20 μm in vitro vs 28,34 ± 0,55 μm en G. 
mellonella, Figura 49 A). 
Esta diferencia fue más notoria cuando analizamos la proporción de células gigantes formadas por 
C. neoformans y C. gattii en este huésped, ya que observamos que a los tres días de infección, 
alrededor del 40% de las células de C. gatti eran gigantes, mientras que en C. neoformans el 
porcentaje fue <1% (Figura 49 B).  
Además, también comprobamos que las células gigantes de C. neoformans y C. gattii fueron 
distintas en G. mellonella. En C. neoformans hubo un aumento coordinado de la cápsula y del 
cuerpo celular, siguiendo una relación lineal (Figura 50). Sin embargo, en C. gattii todas las células 
gigantes aumentaron el tamaño del cuerpo celular (entorno a 15 µm), momento a partir del cual, el 
tamaño del cuerpo celular no varió pero sí, el tamaño de la cápsula, llegado hasta un espesor de 
17 µm. Al analizar los tamaños de cápsula y de cuerpo celular en los conjuntos de ambas cepas, 
obtuvimos un coeficiente de correlación de Pearson de 0,45 para C. neoformans y 0,04 para C. 
gattii, lo que implica que sólo en C. neoformans se observa una correlaciónlineal positiva. 
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Figura 49. Morfogénesis de C. neoformans y C. gatti durante la infección de G. mellonella.(A) 
Distribución de tamaños de las células de C. neoformans y C. gatti crecidas in vitro en condiciones regulares 
(ver Material y métodos) y recuperadas de G. mellonella al cabo de 3 días.(B) Formación de células gigantes 
en C. neoformans (C.n) y C. gattii (C.g). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 50. Correlación entre el tamaño de la cápsula y el tamaño del cuerpo celular en C. neoformans y en 
C. gatti. 
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2. Células gigantes/titanes y su papel en virulencia 
 
Además de caracterizar la formación de células gigantes, utilizamos diferentes estrategias para 
investigar su función durante la infección e interacción con el huésped. Para ello, utilizamos 
diferentes modelos, siendo los principales G. mellonella y macrófagos murinos peritoneales. 
2.1.- Estudio de la virulencia de las células gigante en el modelo de G. mellonella 
 
Aunque la formación de células gigantes es un fenómeno característico asociado a la infección por 
Cryptococcus, quisimos investigar si dichas células tienen capacidad de inducir infección, o si por el 
contrario, son formas latentes que no participan en el desarrollo de la enfermedad. Para ello, 
necesitamos obtener un número de células gigantes suficiente para poder realizar infecciones. En 
la actualidad, el único nicho del que hemos sido capaces de aíslar células gigantes es el pulmón de 
ratones infectados. Para evaluar la virulencia de células gigantes en ratones, deberíamos infectar 
previamente un número de ratones demasiado alto para poder aislar una cantidad suficiente de 
estas levaduras. Sin embargo, utilizando el huésped de Galleria mellonella, sólo tuvimos que 
infectar y sacrificar tres ratones. Así pues, recuperamos y aislamos las células gigantes de 
pulmones de tres ratones infectados (3 semanas de infección). Las células gigantes fueron aisladas 
mediante filtración de los extractos de pulmón a través de filtros de 20 µm (ver Material y métodos). 
En paralelo utilizamos dos tipos de controles: células de tamaño regular aisladas de ratones 
(fracción de células que no quedó retenida en el filtro) y células crecidas in vitro. A continuación, 
infectamos grupos de larvas de G. mellonella con estos tipos celulares. Como se muestra en la 
gráfica, todos estos tipos de células, incluso las gigantes, mostraron la misma virulencia (Figura 
51). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Curva de supervivencia de larvas de G. mellonella infectadas con células recuperadas de ratones 
previamente infectados con 10
5
 células de C. neoformans H99 y separadas por tamaños (<20 μm y <20 μm) 
e incubadas a 37ºC. Como control se utilizaron células de C. neoformans H99 crecidas in vitro (H99). 
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En este experimento investigamos también la evolución de los tamaños celulares durante la 
infección. Para ello, recuperamos las levaduras  de las larvas infectadas a distintos tiempos (2 y 5 
días) y medimos sus tamaños (Figura 52). 
 
Figura 52. Distribución de tamaños de las células recuperadas de las larvas de G. mellonella previamente 
infectadas con 3x10
3
 células/larva a distintos tiempos (0, 2 y 5 d).  
 
De acuerdo a experimentos descritos en otras secciones, las levaduras obtenidas in vitro o de 
tamaño regular aisladas de ratón aumentaron su tamaño durante la infección en G. mellonella 
(Figura 52). Sin embargo, las levaduras recuperadas de larvas infectadas con células gigantes 
tenían un tamaño menor al tamaño de las células que se inyectaron (Figura 52). Estos resultados 
implican que las células gigantes son formas celulares virulentas que pueden participar en la 
infección y que pueden dar lugar a una progenie de células de tamaño regular. 
 
2.2.- Interacción de las células gigantes con el sistema inmune 
 
Los macrófagos son las células del sistema inmune cuya interacción con Cryptococcus se ha 
estudiado mejor. Por ello, quisimos caracterizar la interacción de dichas células gigantes con este 
tipo de células del sistema inmune. En primer lugar, realizamos  experimentos de microscopia en 
tiempo real para observar el trascurso de la interacción entre células gigantes y macrófagos en 
experimentos de fagocitosis. Cuando se enfrentaron células pequeñas de C. neoformans a los 
macrófagos, pudimos observar un porcentaje muy alto de fagocitosis además de otros fenómenos 
previamente descritos (Alvarez y Casadevall, 2007; Alvarez y Casadevall, 2006; Ma et al., 2007) 
como fusión de macrófagos tras la división, replicación intracelular y extrusión de C. neoformans 
(videos suplementarios 4,5 y6). Sin embargo, las células gigantes no fueron fagocitadas debido a 
su tamaño, aunque los macrófagos sí fueron capaces de adherirse a las células gigantes (video 
suplementario 7). 
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2.3.- Patrón de citoquinas producido por macrófagos peritoneales tras la infección con 
células de C. neoformans y C. gattii 
 
Dado que la interacción entre las células gigantes de Cryptococcus y los macrófagos es distinta a 
la observada con las células de Cryptococcus de tamaño regular, decidimos analizar el patrón de 
citoquinas secretado por los macrófagos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Patrón de citoquinas elaborado por macrófagos peritoneales de ratón tras la infección con 
distintas cepas de C. neoformans y C. gattii (ver Material y métodos). (A) Producción de citoquinas por 
cepa. Las gráficas de la izquierda representan la media de la cantidad de cada citoquina detectada en cada 
cepa de C. neoformans y la de la derecha lo mismo pero de las cepas de C. gattii. (B) Producción de 
citoquinas agrupadas por especie. En todos los casos los controles representan la cantidad de citoquinas 
detectadas en los pocillos que contenían macrófagos no infectados. 
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Para ello, se emplearon macrófagos primarios peritoneales ya que en anteriores estudios habíamos 
comprobado su mayor respuesta en comparación a los macrófagos de la línea celular RAW264.7 
(Garcia-Rodas et al., 2011). Estos macrófagos se expusieron a células de C. neoformans y de C. 
gattii de tamaño regular  (<20 µm) y células gigantes (> 20 µm) recuperadas de pulmones de 
ratones infectados durante 2 semanas con 5x105 células/ratón (ver Material y métodos). En 
paralelo, también empleamos células de C. neoformans y de C. gattii cultivadas in vitro. 
Observamos que todas ellas inducen la producción de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-α) e 
IL-10, que es una citoquina antiiinflamatoria (Figura 53 A).  
En todos los casos, las células gigantes (>20 μm) produjeron más IL-6 e IL-10 que las celulas 
obtenidas in vitro. Sin embargo, las células obtenidas in vitro produjeron más TNF-α que las células 
recuperadas de ratón. No se encontraron diferencias significativas al comparar de manera global la 
producción de citoquinas de C. neoformans y C. gattii. Estos resultados demuestran por primera 
vez que las células gigantes de Cryptococcus son capaces de inducir respuestas en el huésped.  
Con todo ello, podemos decir que la formación de células gigantes es un elemento clave  durante la 
infección de C. neoformans y C. gattii ya que aunque no son fagocitadas, son capaces de 
interactuar con el sistema inmune  e inducir cambios en el perfil de citoquinas expresado por los 
macrófagos.  
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Sección I: Incremento de la cápsula en Cryptococcus neoformans 
 
1. Estudio del incremento capsular utilizando el modelo animal de Galleria mellonella 
 
La virulencia de los patógenos humanos se ha estudiado clásicamente en mamíferos, siendo el 
ratón el modelo más utilizado. En los últimos años, se ha mostrado mucho interés por el uso de 
otros modelos alternativos no vertebrados, debido a los costes y las implicaciones bioéticas que 
supone la experimentación con modelos mamíferos. Sin embargo, el uso de estos modelos 
alternativos debe ser validado con el fin de comprobar si los resultados obtenidos son extrapolables 
a organismos más complejos. En este sentido resulta imprescindible conocer si la interacción del 
patógeno y el huésped no mamífero es similar a la ya conocida en modelos animales. 
Las larvas de G. mellonella se han utilizado para el estudio de la patogénesis de distintos 
microorganismos, como Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y Escherichia coli (Cytrynska 
et al., 2007; Hu et al., 2006; Jander et al., 2000; Miyata et al., 2003; Morton et al., 1984). Respecto 
a los hongos patógenos humanos, G. mellonella se ha utilizado para estudiar la virulencia de 
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Candida tropicalis, Histoplasma capsulatum, 
Paracoccidioides lutzii y algunas especies de Aspergillus como A. fumigatus y A. flavus (Brennan et 
al., 2002; Fuchs et al., 2010; Mesa-Arango et al., 2012; Mylonakis et al., 2005; Reeves et al., 2004; 
Scorzoni et al., 2013; St Leger et al., 2000; Thomaz et al., 2013). La respuesta inmune de las larvas 
frente a la infección por estos hongos es muy distinta a la observada durante la infección de células 
de mamíferos. Los insectos no tienen respuesta inmune adaptativa  y por tanto no producen 
inmunoglobulinas. En cambio, los insectos tienen respuesta inmune innata, basada principalmente 
en la presencia de hemocitos con capacidad fagocítica (Bergin et al., 2003; Brivio et al., 2010; 
Dubovskiy et al., 2008; Tojo et al., 2000), lo que se asemeja  a la actividad que ejercen macrófagos 
y neutrófilos durante la respuesta inmune innata en mamíferos. Cryptococcus neoformans induce 
un aumento de la densidad de hemocitos en la hemolinfa de las larvas de G. mellonella en las 
primeras 2 horas de la infección. Esta respuesta es independiente de la presencia de la cápsula.  
Además, dicha respuesta no se mantiene en el tiempo aunque sí requiere que las células de C. 
neoformans estén vivas. Por ello, y pese a que C. neoformans se encuentra en ambientes muy 
diferentes durante la infección de insectos y mamíferos, la utilización de estos modelos puede 
ayudar a entender los mecanismos que resultan en el desarrollo de la infección causada por C. 
neoformans. 
Los cambios morfológicos de C. neoformans se han descrito durante la infección en los pulmones 
de ratón. Estos  cambios morfológicos incluyen el incremento en el tamaño de la cápsula y la 
formación de células gigantes (Feldmesser et al., 2001a; Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 
2010), los cuales se piensa que son importantes para la supervivencia del hongo en el huésped. 
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Durante este trabajo, hemos confirmado que cambios similares a los descritos en modelos murinos 
ocurren durante la infección de G. mellonella, lo que indica que este modelo puede utilizarse para 
el estudio de cambios morfológicos de C. neoformans durante la infección.  En este sentido, 
observamos que el incremento del tamaño de la cápsula inhibía la fagocitosis de las levaduras por 
los hemocitos. Una situación similar se ha observado durante la fagocitosis mediada por 
complemento con macrófagos de ratón (Zaragoza et al., 2003b). No se puede descartar que dicho 
fenómeno se deba exclusivamente a que el aumento del tamaño de las células impida la 
fagocitosis. Sin embargo, el tamaño inicial de la cápsula no influye en la virulencia de la cepa, lo 
que probablemente se deba a que las células incrementan la cápsula durante la interacción con el 
huésped. Más aún, nuestros resultados sugieren que la fagocitosis inicial no predice el desarrollo 
de la enfermedad, así que las consecuencias del incremento en el número de hemocitos en la 
hemolinfa y el papel de la fagocitosis como mecanismo de defensa frente a Cryptococcus requieren 
más estudios. La fagocitosis de Cryptococcus por parte de los hemocitos aumentó cuando 
utilizamos una cepa acapsular (Kozel y Gotschlich, 1982; Kozel et al., 1988). La cápsula inhibe la 
fagocitosis por parte de macrófagos de mamífero, por lo que en este caso, la fagocitosis de C. 
neoformans depende de la presencia de opsoninas, como son las proteínas del complemento o 
anticuerpos (ver revisión en (Zaragoza et al., 2009)). Por esta razón, pocas horas después de la 
infección intratraqueal en ratones, la mayor parte de las  células de C. neoformans se encuentran 
en el interior de los macrófagos (Feldmesser et al., 2000). En G. mellonella, alrededor del 20% de 
los hemocitos contenían células de C. neoformans en su interior al cabo de 2 h de la infección y 
creemos que esta fagocitosis también se debe a opsoninas del insecto. De hecho, se sabe que en 
los insectos existen proteínas que reconocen patrones o epítopos de microorganismos (PRR, 
Pattern Recognition Receptor) que son capaces de unirse a una gran variedad de ligandos, 
incluyendo lipopolisacáridos, ácido lipoteicoico, peptidoglicanos y β-1,3-glucanos (Wang et al., 
2006; Yoshida et al., 1996; Yu y Kanost, 2002; Yu y Kanost, 2000). Se ha descrito un grupo de 
proteínas que contienen tioésteres y actúan como opsoninas en Drosophila melanogaster y en 
Anopheles gambiae (Lagueux et al., 2000; Moita et al., 2005). En G. mellonella, la proteína GmPC8 
que actúa como opsonina al menos para Escherichia coli, Micrococcus luteus y Candida albicans 
(Kim et al., 2010). Además, no se conocen en los lepidópteros receptores de membrana implicados 
en la fagocitosis, como por ejemplo la familia de receptores scavenger,  lo que sugiere que 
probablemente utilicen distintas opsoninas para la fagocitosis de distintos microorganismos en 
lugar de receptores de membrana (Kim et al., 2010). 
El crecimiento capsular de C. neoformans durante la infección en G. mellonella se correlaciona con 
diferencias en la virulencia de C. neoformans. En G. mellonella, Cryptococcus es más virulento a 
37ºC que a 30ºC (Mylonakis et al., 2005). Esta diferencia de virulencia no se explica por un mejor 
crecimiento de la levadura a 37ºC, ya que Cryptococcus crece mejor a 30ºC. Sin embargo, la 
mayor virulencia a 37ºC se correlaciona con un mayor incremento del tamaño de la cápsula a 37ºC. 
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Estos resultados concuerdan con anteriores estudios que demostraron que el incremento del 
tamaño de la cápsula in vitro ocurre más eficientemente a temperatura fisiológica (Zaragoza et al., 
2006). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el aumento de la cápsula es importante para 
la supervivencia en G. mellonella. 
El incremento del tamaño de la cápsula en G. mellonella se asoció a una disminución de la 
permeabilidad de la misma, lo que puede tener implicaciones en la interacción del patógeno con el 
huésped. Un aumento de la densidad de la cápsula puede afectar a la penetración de moléculas 
con actividad antifúngica, como son péptidos antimicrobianos producidos por la respuesta humoral 
de G. mellonella. El aumento de la densidad de las fibras de polisacárido de la cápsula se ha 
descrito tanto durante la infección en ratones (Charlier et al., 2005; Gates et al., 2004), como in 
vitro (Maxson et al., 2007b; Pierini y Doering, 2001; Zaragoza et al., 2006), y se ha asociado al  
envejecimiento de las células (Maxson et al., 2007b). Nuestros resultados sugieren que la 
capacidad de modular cambios estructurales en la cápsula contribuyen también a la evasión de la 
respuesta inmune de G. mellonella y por lo tanto, contribuyen a promover la supervivencia de 
Cryptococcus.  
El mecanismo molecular que permite el incremento de la cápsula es desconocido. Una 
característica de este fenómeno es que ocurre en condiciones de crecimiento con escasos 
nutrientes, donde normalmente la tasa de replicación de la levadura está disminuida. Sin embargo, 
pensamos que el crecimiento capsular está también potenciado por factores propios del huésped. 
Estudios anteriores han demostrado que fracciones lipídicas polares de amebas  y macrófagos 
inducen el crecimiento capsular (Chrisman et al., 2011). En el caso de la interacción entre 
Cryptococcus y G. mellonella, encontramos resultados similares, confirmando que fosfolípidos 
polares inducen el crecimiento capsular. Sin embargo, en estas condiciones, la tasa de crecimiento 
también se vio disminuida, de modo que de momento no se puede discernir si el incremento 
capsular se debe a la presencia de un lípido polar específico, o de nuevo a una reducción de la 
tasa de crecimiento. El hecho de que este fenómeno se conserve en huéspedes no vertebrados 
implica que el reconocimiento de fosfolípidos es una respuesta general adquirida y conservada por 
C. neoformans en distintos huéspedes. 
Nuestros resultados tienen implicaciones también sobre el origen de la virulencia de Cryptococcus. 
Diversos estudios han demostrado como los factores de virulencia que contribuyen al desarrollo de 
la enfermedad en mamíferos, como la cápsula o la melanina, son también necesarios para la 
infección en huéspedes ambientales. Por ello, se ha propuesto que la interacción con predadores 
ambientales ha supuesto una presión para seleccionar características que le permiten sobrevivir 
durante esta interacción y que también proporcionan ventaja  durante la infección en mamíferos. En 
este sentido, nuestros resultados sugieren que la morfogénesis también juega un papel en 
interacciones ambientales, y que puede haber sido seleccionada por Cryptococcus para evitar la 
muerte por huéspedes como insectos, amebas o nematodos. Cryptococcus puede infectar y causar 
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enfermedad también en plantas (Staib et al., 1972; Warpeha et al., 2013; Xue et al., 2007), lo cual 
ofrece otro nicho de interacción ambiental en el que Cryptococcus ha podido desarrollar estrategias 
de defensa frente a agentes antimicrobianos. Por todo ello, el uso de G. mellonella como huésped 
supone en este trabajo un gran avance, no sólo porque nos ofrece una herramienta sencilla para 
investigar la morfogénesis in vivo, sino también por las implicaciones evolutivas que se han 
planteado.   
2.- Identificación de mecanismos moleculares que regulan el crecimiento capsular 
 
Aunque la cápsula es la estructura más estudiada de C. neoformans, los mecanismos moleculares 
involucrados en su síntesis y regulación de su tamaño permanecen desconocidos. Se conocen 
algunos genes necesarios para su síntesis, como son los genes CAP (Chang y Kwon-Chung, 1994; 
Chang y Kwon-Chung, 1998; Chang y Kwon-Chung, 1999; Chang et al., 1996; Chang et al., 1995), 
pero la función exacta de estos genes sigue siendo desconocida. Más aún, las rutas y los 
mecanismos moleculares que se desencadenan durante el crecimiento de la cápsula durante la 
interacción con el huésped son también desconocidos. Por ello, en este trabajo planteamos 
diferentes abordajes para identificar los mecanismos moleculares que regulan el crecimiento 
capsular. En el primero de ellos, intentamos identificar en el genoma de C. neoformans genes que 
podrían estar involucrados en la síntesis y crecimiento de la cápsula. Además, hemos tratado de 
demostrar una hipótesis que planteamos sobre el crecimiento capsular, en la que propusimos que 
el aumento de la capsula ocurre en la fase G1 del ciclo.  
 
2.1.- Abordaje genómico para la identificación de genes involucrados en la cápsula 
 
El abordaje genómico se basa principalmente en dos premisas: 1) Ya que la cápsula es una 
estructura presente sólo en Cryptococcus, pensamos que deben existir genes involucrados en su 
síntesis que estén sólo presentes en este género y no en otros hongos. 2) En segundo lugar, 
buscamos genes que hubieran evolucionado de forma conjunta a los genes CAP, ya que genes 
que evolucionan conjuntamente suelen tener funciones similares (Chen y Jeong, 2000; Gabaldon, 
2008). Con todo ello, mediante un abordaje genómico realizado en colaboración con el grupo del 
Dr. Toni Gabaldón, mediante la comparación de 60 proteomas de hongos, obtuvimos una lista de 
de posibles candidatos que cumplieran alguna de las dos premisas. 
Todos los mutantes analizados crecieron a 37ºC y acumularon melanina de forma similar a la cepa 
silvestre, por ello nos centramos en las diferencias observadas tanto en morfogénesis de la cápsula 
como en virulencia. 
Encontramos que en algunos de los mutantes analizados existe una correlación entre la 
incapacidad para incrementar el tamaño de la cápsula y defectos en la virulencia. Entre ellos, los 
  129 
mutantes cap60, (CNAG_00600), cas35 (CNAG_00746) y liv11 (CNAG_05422) ya habían sido 
caracterizados como deficientes en la síntesis de la cápsula (Chang y Kwon-Chung, 1998; Liu et 
al., 2008; Moyrand et al., 2004), lo que demuestra la validez de nuestra estrategia. Pero también 
encontramos otras tres proteínas con función desconocida (CNAG_01506, CNAG_00506 y 
CNAG04788) y origen único en Cryptococcus, que parecen ser necesarias para la correcta 
inducción del crecimiento capsular, lo que nos abre nuevas líneas para investigar los posibles 
mecanismos que correlacionen defectos en la virulencia con la incapacidad para incrementar el 
tamaño de la cápsula.  
Por otro lado, encontramos mutantes que presentaron defectos para incrementar el tamaño de la 
cápsula in vitro y sin embargo, no presentaron diferencias en la virulencia en nuestro modelo 
respecto a la cepa silvestre. De estos mutantes, únicamente el mutante app1 (CNAG_06574) había 
sido previamente caracterizado (Luberto et al., 2003). App1 es una proteína que protege a 
Cryptococcus de la fagocitosis. El mutante correspondiente no presenta defectos de crecimiento ni 
en la producción de melanina, lo que concuerda con nuestros resultados. La virulencia del mutante 
de app1 sólo ha sido caracterizada en modelos murinos deficientes para la proteína C5 del 
complemento, o bien deficientes en células T y células NK (Luberto et al., 2003). En estos modelos, 
app1 es menos virulento que la cepa silvestre. En nuestros ensayos, este mutante no fue capaz de 
inducir el crecimiento de la cápsula al mismo nivel que la cepa silvestre. Sin embargo, no 
encontramos defectos de virulencia en el modelo de G. mellonella. Nuestros resultados no están 
necesariamente en contra de lo publicado en modelos murinos, ya que en dichos trabajos no se ha 
evaluado la virulencia de app1 en ratones inmunocompetentes. Por otro lado, la función del gen 
CAP5 (CNAG_01283) no ha sido caracterizada, pero la secuencia de este gen ha sido depositada 
en Genebank por el grupo del Dr. Janbon, dónde se encuentra anotada como un gen relacionado 
con la cápsula (resultados sin publicar). Además, otros cuatro mutantes presentaron defectos en la 
inducción de la cápsula y no en la virulencia en G. mellonella (CNAG_03195, CNAG_05786, 
CNAG_05528 y CNAG_02877). Este último, CNAG_02877 presenta un motivo rico en cisteínas 
involucrado en la unión a ADN. Respecto al resto, al no saber la función de estos genes únicos de 
Cryptococcus, ni presentar homología con dominios conocidos en las bases de datos, se precisan 
más estudios para conocer su implicación en la inducción de la cápsula y/o en la virulencia de 
Cryptococcus.  
Finalmente, encontramos mutantes que pese a inducir el tamaño de la cápsula in vitro, crecer a 
37ºC y producir melanina de manera similar a como lo hace la cepa silvestre, fueron menos 
virulentos en el modelo de G. mellonella, (CNAG_04681, CNAG_04661, CNAG_00701, 
CNAG_00998 y CNAG_00151), lo que indica que dichas mutaciones pueden estar involucradas en 
otros determinantes de virulencia no analizamos en este trabajo y que deberán ser evaluados en 
un futuro. Curiosamente, CNAG_00151 y CNAG_02797 ya habían sido identificados. CNAG_00151 
ha sido anotada en la base de datos de C. neoformans en el Broad Institute como un péptido de 
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unión a proteínas. Presenta un dominio FF que  une a repeticiones en C-terminal hiperfosforiladas 
de la RNA polimerasa II (Bedford y Leder, 1999; Carty et al., 2000). Por otro lado, CNAG_02797 ha 
sido nombrado como CPL1 y se ha asociado a la cápsula. Además, presenta péptido señal de 
secreción y en nuestro modelo, resultó ser avirulento, al igual que el modelo de ratón en (Liu et al., 
2008). 
Pese a que hace más de 10 años que los primeros genes involucrados en la síntesis de la cápsula 
fueron descritos (Chang y Kwon-Chung, 1994; Chang y Kwon-Chung, 1998; Chang y Kwon-Chung, 
1999; Chang et al., 1996), aún se desconoce la función bioquímica de las proteínas codificadas. 
Por ello, es necesario desarrollar nuevas líneas, no sólo para identificar genes involucrados en la 
síntesis de la cápsula, sino tambien para la caracterizar los genes CAP. El incremento de la 
cápsula durante la infección es un determinante de virulencia, ya que protege a Cryptococcus de 
los ataques del sistema inmune (revisado en (Zaragoza et al., 2009)). Por todo ello, creemos que 
este tipo de abordajes, basados en técnicas bioinformáticas que nos permiten hacer 
comparaciones genómicas son de gran interés, ya que han permitido abrir nuevas líneas de 
investigación sobre los mecanismos involucrados en la morfogénesis y virulencia de Cryptococcus.  
 
2.2.- Relación del ciclo celular y el crecimiento de la cápsula 
 
Una de las partes más extensas de este trabajo se ha centrado en validar una hipótesis que 
plantea que el crecimiento de la cápsula en C. neoformans está coordinado con la progresión del 
ciclo celular, de tal modo que el crecimiento de la cápsula ocurre durante la fase G1. Nuestra 
hipótesis se basa en distintas evidencias. Existen varias condiciones que inducen el crecimiento 
capsular in vitro (Granger et al., 1985; Guimaraes et al., 2010; Vartivarian et al., 1993; Zaragoza y 
Casadevall, 2004; Zaragoza et al., 2003a)  y en todas ellas, C. neoformans crece más lento, lo que 
sugiere que una elongación de alguna de las fases del ciclo celular resulta en una inducción del 
crecimiento capsular. En particular, planteamos que el crecimiento ocurre durante la fase G1 del 
ciclo por dos razones: La adición de polisacárido durante las fases S/G2/M (que en levaduras 
suceden casi de manera simultánea a la formación de la gema) dificultaría la gemación y la 
separación de la célula hija, por lo que parece poco probable que el crecimiento de la cápsula 
ocurra en esas fases del ciclo. Por otro lado, en condiciones de inducción de la cápsula existe una 
correlación entre el tamaño de la cápsula y el tamaño del cuerpo celular  (Zaragoza et al., 2003a; 
Zaragoza et al., 2006), lo que sugiere que los mecanismos que regulan el tamaño de la célula (los 
cuales tienen lugar principalmente en la fase G1), también regulan el crecimiento capsular.  
Usando distintas técnicas (citometría de flujo y microscopía en tiempo real), confirmamos la 
relación entre el crecimiento de la cápsula y la parada en fase G1. Tras alcanzar un tamaño 
determinado de cápsula,  el ciclo celular progresa con normalidad. Los videos además demuestran 
que tras la primera gemación, la célula madre presenta una fase G1 muy corta, y dicha célula no 
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aumenta más el tamaño de la cápsula. Estos resultados sugieren que el punto de control G1/S está 
determinado no solo por el tamaño del cuerpo celular, sino también por el tamaño de la cápsula. En 
otras levaduras, como S. cerevisiae, el principal factor que regula la transición G1/S es el tamaño 
de la célula, y esta regulación depende de la ruta TOR  (Zinzalla et al., 2007). En nuestras 
condiciones, la inhibición de dicha ruta con rapamicina (y consecuente parada de las células en 
G1), potencia el crecimiento de la cápsula. En las levaduras que se dividen por gemación, la ruta 
TOR detecta las condiciones nutricionales del medio y promueve el crecimiento celular y la 
proliferación, lo que está conectado a su vez con el tamaño celular (Jorgensen et al., 2002). De 
acuerdo con estos resultados, el benomilo (que inhibe la polimerización de microtúbulos y que 
detiene las células en la fase M (Hoyt et al., 1991)), inhibe el crecimiento capsular. Nuestros 
resultados muestran una relación entre el crecimiento de la cápsula y el ciclo celular, lo que supone 
una nueva perspectiva en la investigación de la regulación del tamaño de la cápsula.  
En paralelo,  investigamos el fenotipo capsular de un mutante carente de una ciclina que regula la 
transición G1/S (Cln1). Cuando comenzamos este trabajo, esta proteína estaba anotada como una 
ciclina, pero no había ninguna evidencia fenotípica de su función. Nuestros resultados muestran 
que este mutante presenta fenotipos esperados en mutantes de ciclinas de fase G1/S, como son 
una fase G1 más larga y un cuello de gemación engrosado. Este hecho puede explicar el retraso 
que se observa en la gemación de este mutante cln1, ya que un cuello aberrante podría suponer 
una dificultad añadida al proceso de gemación dificultando el paso del citoplasma, proteínas y 
material de pared celular (Virtudazo et al., 2010). En las levaduras que se replican por gemación, la 
fase G1 de las células que ya han sufrido una gemación suele ser muy corta, ya que ya han 
alcanzado el tamaño necesario para poder gemar. Por ello, la duración de la fase G1 se mide en 
las células hijas recién separadas de la célula madre. De esta manera, observamos que las células 
del mutante cln1 exhibieron una fase G1 más larga, ya que necesitan más tiempo para alcanzar el 
tamaño correcto y así activar la señal de inicio de ciclo (START) (Hartwell y Unger, 1977; Johnston 
et al., 1977; Moore, 1984). Más aún, observamos un retraso en la gemación de cln1 cuando lo 
comparamos con las cepas silvestre y reconstituida, lo que concuerda con anteriores estudios  
(Lew y Reed, 1995; Moore, 1984).  
En paralelo a nuestros estudios, otro grupo demostró que dicho gen codifica una ciclina que regula 
la transición G1/S (Virtudazo et al., 2010). El mutante cln1 presenta un tamaño de cápsula mayor 
que el de las cepas silvestres y reconstituidas, tanto en condiciones basales como en los medios 
que inducen el crecimiento capsular. Este resultado apoya la idea de que una elongación de la fase 
G1 del ciclo celular potencia el crecimiento de la cápsula. Sin embargo, la estructura de la cápsula 
no se ve alterada, lo que sugiere que las diferencias estructurales están basadas en la síntesis y 
acoplamiento del polisacárido en el aparato de Golgi y no en su liberación y ensamblaje en el 
exterior.  
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Además, el análisis de proteínas expresadas en condiciones de inducción de la cápsula validó la 
idea de que Cln1 podía estar involucrada en la transición de G1/S, ya que algunas proteínas 
relacionadas con la meiosis o la gemación, se encontraban en menor cantidad que en la cepa 
silvestre. Además, observamos que en cln1 se encontraban más expresadas proteínas 
relacionadas con el ciclo del glioxilato y metabolismo de la glucosa,  lo que sugiere que el mutante 
cln1 tiene un metabolismo más activo que la cepa silvestre. Este resultado concuerda con que la 
fase del ciclo mas activa metabólicamente es G1.  Así pues, nuestros resultados apoyan un modelo 
en el que factores que alargan la fase G1 y permiten a las células permanecer en la fase del ciclo 
metabólicamente más activa resultan en un mayor crecimiento de la cápsula. Aunque no sabemos 
cual es la relación entre ciclo celular y crecimiento capsular, pensamos que situaciones que 
permiten alargar la fase G1 posiblemente resulten en mayor cantidad de sustratos necesarios para 
la síntesis de la cápsula, como son el UDP-glucosa, UDP-xilosa y UDP-galactosa.  
Sin embargo, nuestros resultados deben ser analizados con cautela, ya que no todas las 
condiciones que causan un crecimiento más lento de la levadura resultan necesariamente en un 
incremento en el tamaño capsular. La inducción de la cápsula depende es un estímulo exterior 
(manitol, suero, CO2 o una limitación de nutrientes) (Granger et al., 1985; Guimaraes et al., 2010; 
Vartivarian et al., 1993; Zaragoza et al., 2003a), sin el cual posiblemente no se induce el 
crecimiento capsular. Se sabe poco sobre los mecanismos moleculares involucrados en la 
percepción y transducción del crecimiento capsular y se necesitan más estudios para entender los 
cambios que sufre la célula durante el crecimiento de la cápsula. En este sentido, se sabe que la 
ruta del AMPc/PKA es necesaria para la síntesis de la cápsula. Se ha demostrado que una sobre-
expresión de PKA produce la formación de células más grandes, con cápsulas más grandes (Choi 
et al., 2012; Zaragoza et al., 2003a). Además en muchas otras especies de hongos, algunos de los 
cambios morfológicos que sufren  en respuesta al ambiente son detectados en parte por la ruta 
AMPc/PKA (Gimeno et al., 1992; Gold et al., 1994). Curiosamente, la ruta AMPc/PKA está también 
involucrada en la regulación del ciclo celular de otros organismos (Mitsuzawa, 1994). Por ello, 
pensamos que en C. neoformans, la actividad de PKA está coordinada con el ciclo celular  (Tokiwa 
et al., 1994). De tal forma que durante la fase G1 alcanza unos niveles determinados para permitir 
el correcto paso por esta fase, y su progresión a la fase S. Sin embargo, en cln1 existe un bloqueo 
parcial entre estas dos fases. De modo que es posible que el retraso observado en la transición 
G1/S en cln1 provoque la sobre-expresión de PKA, dando lugar a células de mayor tamaño, con 
cápsulas de mayor tamaño. 
El mutante cln1 mostró defectos de crecimiento a 37ºC que fueron compensados por la adición de 
estabilizadores osmóticos, lo cual puede deberse a que algunos genes necesarios para crecer a 
dicha temperatura estén regulados por Cln1 (Igual et al., 1996). En este sentido, cln1 es más 
sensible a factores que alteran la estructura de la pared celular, como el rojo congo. También 
observamos una mayor unión de WGA. La unión de esta lectina pone de manifiesto la existencia de 
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numerosos puntos donde las reorganizaciones de quitina de la pared han tenido lugar tras la 
gemación, dejando expuestos los oligómeros de quitina a través de la cápsula (Rodrigues et al., 
2008a). Además, se sabe que la sobre-expresión de PKA puede afectar al transporte de 
componentes de la célula, como pueden ser componentes de la pared celular. Por ello, pensamos 
que el bloqueo parcial en G1/S de cln1 podría ocasionar una mayor acumulación de PKA, y con 
ello, el transporte de compuestos de la pared celular podría resultar alterado. De ahí que cln1 
necesite estabilizadores osmóticos como sorbitol para crecer a 37ºC, y presenta una mayor 
sensibilidad al rojo congo. 
El ciclo celular y las ciclinas G1/S están también involucradas en la morfogénesis y diferenciación 
de diferentes levaduras como Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y Ustilago maydis 
(Castillo-Lluva y Perez-Martin, 2005; Chapa y Lazo et al., 2005; Loeb et al., 1999). Nuestros 
resultados concuerdan con estos otros estudios, ya que el incremento de la cápsula se puede 
considerar como un proceso de diferenciación que implica múltiples cambios a nivel celular 
(Haynes et al., 2011; Liu et al., 2008; Maxson et al., 2007a; Maxson et al., 2007b; Zaragoza, 2011). 
Las ciclinas constituyen una familia de proteínas conservadas que regulan  la progresión del ciclo 
celular mediante la activación de distintos complejos protein-quinasa ciclina-dependientes 
denominados CDK. Existen distintas ciclinas que controlan la transición a lo largo del ciclo celular 
mediante la unión a las CDK correspondientes (Choi y Goodwin, 2011). Sin embargo, estas ciclinas 
pueden estar involucradas a su vez en distintas rutas de señalización y en virulencia (Castillo-Lluva 
y Perez-Martin, 2005; Shim y Woloshuk, 2001). Es posible que Cln1, esté regulando el crecimiento 
en medio rico y por ello que su deleción provoque defectos en el crecimiento en Sabouraud a 37ºC 
y que éstos sean compensados por la adición de sulfato de amonio, ya que parece que la 
regulación del crecimiento en medio mínimo no depende de Cln1. 
Curiosamente, las células recuperadas de las larvas incubadas a 37ºC presentan un tamaño de 
cápsula superior al de las células crecidas in vitro, y a su vez, el incremento en el tamaño de la 
cápsula experimentado por el mutante cln1 fue superior que el experimentado por la cepa silvestre 
y la cepa reconstituida. Este resultado se correlaciona con el hecho de que las células de 
Cryptococcus pueden permanecer en el huésped sin ser eliminadas en un estado latente (ver 
revisión en (Dromer et al., 2011)).  
En resumen, nuestros resultados demuestran que el crecimiento capsular en C. neoformans está 
coordinado con el ciclo celular. Este hallazgo abre nuevas líneas de investigación centradas en la 
importancia del ciclo celular en la patogénesis de los hongos patógenos y la expresión de factores 
de virulencia. Nuestro trabajo también sugiere que la transición de las fase G1 a S en C. 
neoformans está regulado por el tamaño de la cápsula, lo que abre nuevas perspectivas sobre la 
regulación del ciclo celular.  
Además de la influencia sobre la cápsula, también hemos demostrado que otros factores de 
virulencia, como es la acumulación de melanina y expresión de la enzima lacasa, están regulados 
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por elementos involucrados en el ciclo celular. Este resultado fue confirmado de manera 
independiente utilizando varios abordajes como la hipersensibilidad del mutante cln1 a factores de 
estrés y el efecto de inhibidores del ciclo celular sobre la melanización. El análisis filogenético 
reveló que Cln1 de C. neoformans ha evolucionado de manera diferente a otras ciclinas de otros 
organismos y que este patrón de evolución se encuentra sólo en los hongos basidiomicetos. Este 
resultado sugiere que Cln1 de C. neoformans ha adquirido funciones específicas que no están 
presentes en otros organismos y por ello, podría regular funciones, como la producción de 
melanina, características de Cryptococcus.  
La producción de melanina es considerada como un factor de virulencia (Kwon-Chung et al., 1982; 
Rhodes et al., 1982; Williamson, 1994).  La lacasa es una proteína que se localiza en la pared 
celular de C. neoformans (Zhu et al., 2001). Cryptococcus neoformas tiene dos lacasas, Lac1 y 
Lac2, aunque no juegan el mismo papel en la melanización, ya que la deleción de LAC2 no resulta 
en un defecto en la virulencia (Pukkila-Worley et al., 2005; Zhu y Williamson, 2004). La 
melanización ocurre durante la infección en mamíferos y es necesaria para la supervivencia de la 
levadura en el huésped. Por el momento, se desconoce si existen substratos para la lacasa de C. 
neoformans en G. mellonella, aunque se sabe que existen múltiples substratos para la enzima 
lacasa y que su polimerización es muy diferente (Garcia-Rivera et al., 2005). La no diferencia de 
virulencia entre células previamente melanizadas y no melanizadas durante la infección de G. 
mellonella podría deberse a que en G. mellonella, C. neoformans encuentra substratos disponibles 
para la lacasa y por ello, puede melanizar y presentar una virulencia similar a la encontrada en 
células previamente melanizadas.  O por el contrario, que en G. mellonella, C. neoformans no 
pueda melanizar, de modo que al dividirse y dar lugar a una nueva progenie de células, éstas no 
melanicen, y por tanto, no haya diferencias entre infectar a las larvas con células previamente 
melanizadas o no melanizadas.  
Se han identificado rutas de señalización que regulan la producción de melanina (Choi et al., 2012; 
Pukkila-Worley et al., 2005). Entre ellas está la ruta dependiente de  AMPc y de la activación de la 
PKA (Alspaugh et al., 2000; Alspaugh et al., 1997; Alspaugh et al., 2002; D'Souza et al., 2001). 
Además el hecho de que se haya relacionado esta ruta con la melanización (D’Souza et al 2001), 
apoya nuestra hipótesis de que en cln1 la ruta AMPc/PKA este sobreexpresada, y que el correcto 
balance de la actividad de PKA es necesario para la correcta melanización de C. neoformans, ya 
que existen evidencias de que una sobrexpresión de PKA influyen en la actividad lacasa (Choi et 
al., 2012; D'Souza et al., 2001; Pukkila-Worley et al., 2005). 
En resumen, nuestros resultados han demostrado una compleja relación entre la expresión de 
factores de virulencia en Cryptococcus y el ciclo celular, lo cual explica los defectos en virulencia 
del mutante cln1 utilizado en este trabajo. Por ello, pensamos que estos resultados ofrecen una 
nueva perspectiva en el estudio de la virulencia de C. neoformans y la posibilidad de nuevas dianas 
para drogas involucradas en la progresión del ciclo celular. 
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Sección II: Formación de células gigantes 
 
La formación de células gigantes supone otro de los cambios morfológicos característicos de 
Cryptococcus durante la infección.  Estas células  han sido descritas en la literatura como 
aberraciones o anomalías en preparaciones histológicas (Cruickshank et al., 1973; D'Souza et al., 
2001; Love et al., 1985), pero su importancia en la patogénesis de C. neoformans era desconocida. 
Sin embargo, trabajos recientes han demostrado que dichas células son una transición 
característica de Cryptococcus en el huésped (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010). Por 
ello, uno de nuestros principales objetivos ha estado centrado en su caracterización y estudio de su 
importancia durante la infección.  
En este trabajo hemos realizado una caracterización fenotípica de las células gigantes. Mediante 
diversos abordajes hemos demostrado que la cápsula de estas células es diferente a la de las 
células crecidas in vitro, ya que presentan una mayor densidad de polisacárido y diferencias 
antigénicas. Estos cambios pueden tener consecuencias en la interacción con el huésped 
(Zaragoza et al., 2010). Los cambios estructurales y antigénicos constituyen un mecanismo de 
evasión de la respuesta inmune (Mansour y Levitz, 2002; Roeder et al., 2004). El aumento de la 
densidad afecta a la permeabilidad de moléculas, como son las proteínas del complemento, lo que 
hace que se localicen en una región en la cápsula alejada de la pared celular (Zaragoza et al., 
2003b).  Por ello, pensamos que la formación de células gigantes es una estrategia que le permite 
a Cryptococcus evadir la respuesta inmune y por lo tanto perdurar en el huésped durante largos 
periodos de tiempo. La latencia constituye un rasgo importante en la virulencia de Cryptococcus 
(ver revisión en (Dromer et al., 2011)). Se ha propuesto que el lugar más probable para 
permanecer en el huésped es en el interior de los macrófagos (Goldman et al., 1994). Sin embargo, 
la formación de células gigantes ofrece una alternativa para permanecer en el huésped durante 
largos periodos de tiempo sin ser eliminado por el sistema inmune. 
Además, también observamos que otras estructuras relacionadas con la cápsula, como son 
polímeros de N-acetil-glucosamina se encuentran expresados en mayor proporción en estas 
células. Este fenotipo podría deberse a la hidrólisis de oligómeros de quitina durante la 
reorganización de la pared celular, la cual es imprescindible durante la gemación, y que debido al 
tamaño de estas células, este proceso pueda ser más marcado (Rodrigues et al., 2008a). Una de 
las características más llamativas de estas células es el diámetro de la pared celular. Mientras que 
en células normales la pared celular tiene un diámetro de 100-200 nm, en las células gigantes 
puede alcanzar 2-3 µm (Zaragoza et al., 2010). La pared celular es una estructura importante para 
la viabilidad de las células, ya que confiere estabilidad osmótica y estructural a las células (ver 
revisión (Doering, 2009)). Además, se sabe que sus componentes son capaces de inducir un 
patrón similar de citoquinas en macrófagos humanos de sangre periférica (Walenkamp et al., 
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1999). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce si el engrosamiento de la pared celular en las 
células gigantes se debe a alguno de sus componentes en particular o al conjunto de todos y las 
implicaciones exactas que tiene para la supervivencia de estas células en el huésped. También se 
observaron diferencias en la presencia de vacuolas intracelulares entre las células gigantes y las 
células de tamaño regular, lo que es consistente con diferencias en el metabolismo de estas 
células y con un posible mayor transporte de componentes de la pared celular y de la cápsula 
(Nosanchuk et al., 2008; Oliveira et al., 2009). 
La formación de células gigantes debe aportar a Cryptococcus alguna ventaja durante la infección. 
Esta idea, junto con el hallazgo por primera vez de células gigantes en un modelo invertebrado, 
como es el de G. mellonella, nos lleva a pensar que la capacidad para formar células gigantes 
constituya un factor en sí de virulencia, adquirido a través del encuentro con huéspedes 
ambientales y seleccionado a lo largo de la evolución.  Además, en este modelo demostramos que 
las células gigantes pueden causar la muerte de las larvas, lo cual se asoció a la aparición de 
células de tamaño regular durante la infección. Por ello, nuestros resultados indican que estas 
células, además de evadir la respuesta inmune y contribuir a la supervivencia del hongo en el 
huésped, también contribuyen a causar infección diseminada mediante la producción de un gran 
número de células hijas de tamaño regular.  
El control de la infección por Cryptococcus está mediado por células T CD4+ (ver revisión 
(Brummer, 1998)). En condiciones normales, estas células se encargan de activar a macrófagos y 
otras células del sistema inmune para eliminar a Cryptococcus. De esta forma, las células gigantes 
permanecerían en el huésped durante largos periodos de tiempo (formas latentes) y las células 
pequeñas serían eliminadas. Sin embargo, los pacientes VIH presentan un recuento de células T 
CD4+ muy bajo, por lo que la infección por C. neoformans progresa rápidamente (Liao et al., 2012). 
En este caso, los pacientes sufren una neumonía y diseminación a otros órganos, principalmente al 
sistema nervioso central (Charlier et al., 2009). De acuerdo a nuestros resultados, pensamos que 
las células gigantes podrían dar lugar a nuevas células de tamaño regular que no podrían ser 
controladas por la escasez de células T CD4+ y con ello, permitir la progresión de la infección. 
Además, se sabe que las células gigantes no sólo evitan la fagocitosis de los macrófagos de ellas 
mismas, sino de células de Cryptococcus de tamaño regular (Crabtree et al., 2012; Okagaki y 
Nielsen, 2012), lo que tiene implicaciones importantes durante el desarrollo de la enfermedad. 
Uno de los hallazgos más relevantes y que podría tener consecuencias clínicas de este trabajo es 
la diferencia que exhiben C. neoformans y C. gattii en su capacidad de formar células gigantes. 
Para investigar la morfogénesis de C. neoformas y C. gattii, utilizamos tanto un modelo 
invertebrado (G. mellonella) como modelos de ratón. En ambos modelos, C. neoformans forma 
células gigantes por un crecimiento tanto del cuerpo celular como de la cápsula. En el caso de C. 
gattii la formación de células gigantes fue diferente a la de C. neoformans, y además, también 
observamos diferencias en como se formaban en las larvas de G. mellonella y en los ratones. La 
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principal diferencia con respecto a C. neoformans es que C. gattii indujo células gigantes 
principalmente por crecimiento de la cápsula y no del cuerpo celular, aunque en G. mellonella 
observamos que también se produjo un crecimiento moderado del cuerpo celular.  La diferencia 
observada entre los huéspedes puede ser debida a la diferente inmunidad a la que se encuentra el 
patógeno, de manera que en huéspedes más sencillos, con un sistema inmune mucho más básico, 
C. gattii sigue una estrategia parecida a la desarrollada por C. neoformans. Además, la cantidad de 
células gigantes recuperadas al infectar con C. neoformans o C. gattii fue muy distinta, lo cual 
también puede explicar la diferente patogénesis de estos dos microorganismos. En ambos 
modelos, fuimos capaces de recuperar alrededor de un 40% de células gigantes de C. gattii, 
mientras que este fenómeno fue mucho más raro en el caso de C. neoformans. Las células 
gigantes de C. neoformans son poliploides (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010), lo que 
sucede como resultado de procesos de endoreduplicación. Por el momento, se desconoce si es así 
también para C. gattii. Nuestros resultados indican que la formación de células gigantes es una 
característica diferencial entre C. neoformans y C. gattii, y que esta propiedad está más acentuada 
en C. gattii.  
La razón por la que C. neoformans y C. gattii afectan de manera diferente no es conocida. Se ha 
postulado que C. gattii es capaz de replicarse en el interior de los macrófagos más eficientemente 
que C. neoformans y que además presentan mayor actividad mitocondrial (Byrnes et al., 2010), lo 
que le supondría una ventaja a la hora de producir infección en el huésped. Nuestros resultados 
aportan nuevas evidencias a la diferente epidemiología causada por estos microorganismos. 
Cryptococcus gattii forma células gigantes más eficientemente que C. neoformans. Este hecho 
repercute directamente en la virulencia de este microorganismo, ya que al sistema inmune le es 
más complicado eliminar a C. gattii que a C. neoformans, lo que aumenta las posibilidades de 
producir enfermedad incluso en personas con el sistema inmune intacto.  Alternativamente, es 
posible también que la mayor cantidad de polisacárido presente en las células gigantes pueda 
convertirse en polisacárido extracelular y producir daños en el sistema inmune derivados de la 
inmunomodulación que ejerce el GXM (Monari et al., 2006; Vecchiarelli, 2000b), y de ahí que C. 
gattii pueda infectar a individuos inmunocompetentes. Además, el hecho de que C. gattii forme 
mayor cantidad de células gigantes sugiere que esta levadura tiene menor diseminación a otros 
órganos comparado con C. neoformans   lo cual también se correlaciona con que C. gattii cause 
principalmente neumonía y no meningoencefalitis (Harris et al., 2011; Ngamskulrungroj et al., 
2012). 
Por todo ello, la interacción de las células gigantes con el sistema inmune y su función durante la 
infección son algunas de las áreas prioritarias en la investigación en Cryptococcus. En este trabajo 
hemos demostrado también que estas células inducen respuesta inmune en los macrófagos de 
forma similar a como lo hacen células normales de Cryptococcus, lo que significa que pese a no ser 
fagocitadas sí son capaces de causar inmunomodulación. En todos los casos observamos una 
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producción de citoquinas pro-inflamatorias principalmente IL-6 y TNF-α. Este patrón puede 
contribuir a causar infección aguda y daño pulmonar (Li y Mitchell, 1997; Lortholary et al., 1999; 
Retini et al., 1996). El patrón de citoquinas es sin duda un elemento clave para el desarrollo de la 
infección (Jain et al., 2009; Voelz et al., 2009), ya que de él depende que se produzca una 
respuesta protectora Th1 frente a la infección o una respuesta no protectora Th2 (Almeida et al., 
2001; Huffnagle, 1996). En este sentido, sea descrito que la inducción de respuesta Th2 favorece 
el parasitismo intracelular de Cryptococcus (Voelz et al., 2009). Curiosamente, también 
observamos una mayor producción de la citoquina antiinflamatoria IL-10 por parte de los 
macrófagos infectados con las células gigantes comparado con la cuantificada tras la infección con 
células de tamaño regular tanto de C. neoformans como de C. gattii. IL-10 inhibe la producción de 
citoquinas proinflamatorias y por ello la mayor producción de esta citoquina por parte de las células 
gigantes podría proporcionar una estrategia para la permanencia de Cryptococcus en el huésped 
(de Waal Malefyt et al., 1991; de Waal Malefyt et al., 1992).  
En nuestro trabajo no encontramos que las células gigantes de C. neoformans y C. gattii produzca 
efectos diferentes sobre la producción de citoquinas por macrófagos. Esto contrasta con resultados 
de la literatura (Cheng et al., 2009; Schoffelen et al., 2013). Aunque es posible que estas células 
sean reconocidas de manera diferente por el huésped existen varios aspectos técnicos que pueden 
influir en este resultado. En primer lugar, nuestros experimentos están realizados en presencia de 
un anticuerpo monoclonal que opsoniza las células, con lo que los cambios observados pueden ser 
debidos a interacciones del anticuerpo con los receptores Fc y no tanto a unión de las células a 
receptores que reconocen el polisacárido capsular. Además, para la separación de células gigantes 
de células de tamaño regular se utilizaron filtros de 20 micras. Estos filtros retienen de manera 
eficiente las células gigantes de C. neoformans. Sin embargo, en el caso de C. gattii, es posible 
que células gigantes formadas por aumento de la cápsula y no del cuerpo celular no queden 
retenidas en el filtro, con lo que la población retenida en el filtro quizás no sea representativa de las 
células gigantes de C. gattii.  Pese a estas dificultades técnicas, pensamos que el hecho de que los 
macrófagos sean capaces de reconocer e iniciar una respuesta, pese a no poder fagocitar a estas 
células supone un avance para entender la patogénesis de Cryptococcus y la importancia de la 
morfogénesis durante la infección. 
Por todo ello, se puede concluir que la inducción de cambios morfológicos de C. neoformans 
durante la infección permite la evasión del sistema inmune a diferentes niveles y contribuyen a la 
supervivencia del patógeno en el huésped. Pese a que los mecanismos moleculares involucrados 
tanto en el proceso de crecimiento de la cápsula como en la formación de células gigantes no son 
conocidos, nuestro trabajo ha contribuido a dilucidar algunos de estos mecanismos, ya que hemos 
encontrado nuevos genes que regulan este proceso y hemos determinado la relación entre ciclo 
celular y crecimiento capsular. Además, hemos demostrado que las células gigantes participan en 
la infección causada por Cryptococcus, y que este aspecto puede ser determinante para la 
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diferente epidemiología causada por C. neoformans y C. gattii. Por ello, pensamos que este trabajo 
es el origen de futuras líneas de investigación que ahondarán en los mecanismos de virulencia de 
Cryptococcus. Finalmente, pensamos también que este trabajo podrá contribuir a diseñar 
estrategias para diagnosticar estadíos tempranos de la infección mediante la detección de 
marcadores expresados por las células gigantes, así como a la identificación de nuevas dianas 
para el tratamiento de la criptococosis. 
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Conclusiones 
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1.-  Cryptococcus es capaz de formar células gigantes y de aumentar el tamaño capsular durante la 
infección en Galleria mellonella de manera similar a como lo hace en mamíferos. Por ello, el 
huésped no vertebrado Galleria mellonella es un sistema alternativo para el estudio de la 
morfogénesis de Cryptococcus durante la infección. 
 
2.-  La identificación de los mecanismos moleculares involucrados en el crecimiento de la cápsula 
puede realizarse mediante abordajes genómicos basados en la comparación de proteomas. Esta 
estrategia nos ha permitido seleccionar posibles genes candidatos involucrados en el crecimiento 
capsular. Además, se han identificado nuevos genes necesarios para la virulencia de 
Cryptococcus. 
 
3.- El crecimiento de la cápsula de Cryptococcus neoformans ocurre principalmente durante la fase 
G1 y está regulado por factores que regulan el ciclo celular, como Cln1. Además, Cln1, también 
influye en la expresión de otros factores de virulencia, como es la acumulación de melanina. 
 
4.-   Cryptococcus neofomans y C. gattii producen células gigantes, aunque C. gattii lo hace de 
manera más frecuente. Las células gigantes contribuyen al desarrollo de la enfermedad causada 
por  Cryptococcus ya que son capaces de producir infección en G. mellonella. Además, las células 
gigantes son capaces de inducir inmunomodulación.   
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Anexo 1 
 
Listado de proteomas utilizados para la identificación de genes involucrados en la síntesis y 
crecimiento de la cápsula. 
 
# Taxón Especie Proteoma Fuente 
3702  Arabidopsis thaliana ARATH.1 integr8 
4754  Pneumocystis carinii PNECA.1 Fungal_Genomes 
4837  Phycomyces blakesleeanus PHYBL.1 JGI 
4897  Schizosaccharomyces japonicus SCHJP.1 Broad_Institute 
4914  Kluyveromyces waltii KLUWA.1 YGOB 
4924  Pichia stipitis PICST.1 JGI 
4929  Pichia guilliermondii PICGU.1 Broad_Institute 
4931  Saccharomyces bayanus SACBA.1 YGOB 
4932  Saccharomyces cerevisiae YEAST.2 SGD 
4934  Saccharomyces kluyveri SACKL.1 Fungal_Genomes 
4952  Yarrowia lipolytica YARLI.1 integr8 
4959  Debaryomyces hansenii DEBHA.1 integr8 
5037  Ajellomyces capsulata AJECA.1 Broad_Institute 
5057  Aspergillus clavatus ASPCL.1 TIGR 
5059  Aspergillus flavus ASPFL.1 Broad_Institute 
5061  Aspergillus niger ASPNG.1 Broad_Institute 
5062  Aspergillus oryzae ASPOR.1 Integr8 
5141  Neurospora crassa NEUCR.1 other 
5145  Podospora anserina PODAN.1 Fungal_Genomes 
5180  Sclerotinia sclerotiorum SCLSC.1 Broad_Institute 
5207  Cryptococcus neoformans CRYNE.1 integr8 
5270  Ustilago maydis USTMA.1 Broad_Institute 
5297  Puccinia graminis PUCGR.1 Broad_Institute 
5306  Phanerochaete chrysosporium PHACH.1 JGI 
5346  Coprinopsis cinerea COPCI.1 Broad_Institute 
5476  Candida albicans CANAL.2 Candida_Genome_Datab 
5478  Candida glabrata CANGA.2 Genolevures 
5482  Candida tropicalis CANTR.1 Broad_Institute 
5501  Coccidioides immitis COCIM.1 Broad_Institute 
5507  Fusarium oxysporum FUSOX.1 Broad_Institute 
5518  Gibberella zeae GIBZE.1 integr8 
6035  Encephalitozoon cuniculi ENCCU.1 integr8 
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9606  Homo sapiens HUMAN.1 ensembl 
27288  Saccharomyces castellii SACCA.1 SGD 
27291  Saccharomyces paradoxus SACPA.1 Fungal_Genomes 
28985  Kluyveromyces lactis KLULA.2 NCBI 
29883  Laccaria bicolor LACBI.1 JGI 
33178  Aspergillus terreus ASPTE.1 Broad_Institute 
36911  Clavispora lusitaniae CLALS.1 Broad_Institute 
36914  Lodderomyces elongisporus LODEL.1 Broad_Institute 
38033  Chaetomium globosum CHAGB.1 Broad_Institute 
40559  Botrytis fuckeliana BOTFU.1 Broad_Institute 
42374  Candida dubliniensis CANDU.1 Fungal_Genomes 
51453  Trichoderma reesei TRIRE.1 JGI 
64495  Rhizopus oryzae RHIOR.1 Broad_Institute 
109871  Batrachochytrium dendrobatidis BATDE.1 Broad_Institute 
114524  Saccharomyces kudriavzevii SACKU.1 Fungal_Genomes 
114525  Saccharomyces mikatae SACMI.1 Fungal_Genomes 
117187  Gibberella moniliformis GIBMO.1 Broad_Institute 
140110  Nectria haematococca NECHA.1 JGI 
148305  Magnaporthe grisea MAGGR.1 Broad_Institute 
162425  Emericella nidulans EMENI.1 NCBI 
284811  Ashbya gossypii  ASHGO.2 NCBI 
284812  Schizosaccharomyces pombe  SCHPO.1 integr8 
321614  Phaeosphaeria nodorum  PHANO.1 Broad_Institute 
330879  Aspergillus fumigatus ASPFU.1 Broad_Institute 
331117  Neosartorya fischeri  NEOFI.1 TIGR 
336963  Uncinocarpus reesii  UNCRE.1 Broad_Institute 
365493  Sporobolomyces roseus  365493.1 JGI 
383855  Mycosphaerella fijiensis  383855.1 JGI 
436907  Vanderwaltozyma polyspora  VANPO.1 YGOB 
561896  Postia placenta  POSPM.1 JGI 
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Anexo 2 
 
Videos suplementarios de esta tesis. 
 
Video suplementario 1: Visualización en tiempo real del crecimiento de la cápsula de C. 
neoformans en medio de inducción de la cápsula (10% Sabouraud en MOPS, pH 7,3) a 37ºC. Las 
fotos se tomaron cada 5 minutos tal y como se detalla en material y métodos. El video se generó 
juntando 5 fotos por segundo, de forma que 1 segundo del video equivale a 25 minutos de tiempo 
real. 
 
Video suplementario 2: Video representativo de una célula de C. neoformans H99 (Wt) en 
Sabouraud líquido a 30ºC donde se puede observar el tiempo de duplicación, así como calcular la 
longitud de la fase G1. En este caso se tomaron fotos cada 2 min. El intervalo entre la aparición de 
la primera gema, hasta que esa célula hija vuelve a gemar corresponde a la fase G1, que en este 
caso tiene una duración de 56 min (28 fotogramas). 
 
Video suplementario 3: Video representativo de una célula de C. neoformans cln1 (mutnate de 
ciclina G1/S) en Sabouraud líquido a 30ºC donde se puede observar el tiempo de duplicación, así 
como calcular la longitud de la fase G1. En este caso se tomaron fotos cada 3 min. El intervalo 
entre la aparición de la primera gema capaz de soltarse, hasta que esa célula hija vuelve a gemar 
corresponde a la fase G1, que en este caso tiene una duración de 93 min (31 fotogramas). 
 
Video suplementario 4: Replicación intracelular de C. neoformans-GFP en macrófagos de la línea 
inmortalizada RAW264.7 (ver Material y métodos). Las fotos se tomaron cada 3 min en campo claro  
y en el filtro verde (570 nm). El video se generó juntando 5 fotos por segundo, de modo que 1 
segundo del video equivale a 15 minutos de tiempo real. Los videos suplementarios 3 y 4 se 
generaron de la misma manera 
 
Video suplementario 5: División y fusión de macrófagos de la línea celular RAW264.7 infectados 
con C. neoformans-GFP.  
 
Video suplementario 6: Extrusión de C. neoformans-GFP de macrófagos de la línea celular 
RAW264.7 
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Video suplementario 7: Interacción entre células gigantes y macrófagos. Se tomaron fotos cada 3 
min y los videos se generaron juntando 5 fotos por segundo (1 segundo del video equivale a 15 
minutos de tiempo real). 
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